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RESUMO

Eduardo Morgado Schmidt. Andlise da composicdo em compostos fendlicos e mineral da prépolis de

Prudentépolis: aplicacOes da analise multivariada.

A propolis é uma resina produzida pelas abelhas e utilizada pelo homem desde a antiguidade. Suas
propriedades farmacoldgicas sdo descritas na literatura, sendo indispensavel para o controle de
qualidade, a avaliacdo do teor de ions metélicos, de fendlicos totais e flavonodides, compostos aos quais
se atribui atividade antirradicalar e a maioria de suas propriedades farmacoldgicas. Este trabalho teve
por objetivo identificar correlagdes entre os parametros citados e a atividade antirradicalar de extratos
de propolis, da regido de Prudentdpolis, Parand. No ambito do grupo de pesquisa em Quimica
Organica e Tecnol6gica, o estudo quimico dessa prépolis surge devido a importancia da atividade
apicola para a economia da regido e tem como meta principal a geragdo de novos produtos com fins
medicinais ricos em substancias bio-ativas da prépolis. O trabalho objetivou também comparar
extratos de propolis obtidos com distintos tempos de maturagdo e a partir de diferentes apicultores. Os
teores dos compostos organicos foram determinados através de métodos espectrofotométricos no UV-
VIS e os teores de ions metélicos foram avaliados por espectrofotometria de absorcdo atdmica. A
atividade antirradicalar foi determinada através do método espectrofotométrico que emprega o radical
estavel DPPH- e pelo ensaio baseado na quimiluminescéncia do luminol em meio micelar. Os extratos
também foram analisados pela insercdo direta no espectrometro de massas com ionizagdo por
electrospray no modo negativo ESI(-)-MS destacando os ions m/z 299 (artepillin C) e m/z 301 (acido
comunico e diidrocanferida) como ions importantes da propolis de Prudentépolis. A identificacdo de
componentes de extratos de prépolis foi realizada por LC-MS. O extrato obtido com etanol 30%
apresentou o maior teor de fendlicos totais e a maior atividade antirradicalar, que apresentou
correlagdo positiva com o teor de &cido dicafeoilquinico e outros &cidos fendlicos prenilados. Os 6leos
vegetais empregados na extracdo da propolis foram capazes de extrair compostos com atividade
antirradicalar, porém, com baixos rendimentos. Em relacdo a propolis com diferentes tempos de
maturacgdo verificou-se uma tendéncia a propolis nova possuir maior teor de fendlicos totais que a
prépolis de maior tempo de maturagdo, mas ndo apresentou diferencas significativas nos teores de
flavonodides e ions metélicos. Considerando-se os solventes testados, o maior rendimento foi obtido
com etanol/H,O 70% e 95% v/v. Esses extratos mostraram maior intensidade de ion de m/z 299 (tr
21,7; Artepillin C) e m/z 301 (tr 25,5; E/Z &cido comUnico) e foram o segundo grupo com a maior
atividade antirradicalar. A anélise de componentes principais (PCA) determinou as inter-relacfes
existentes entre os varios extratos de prépolis segundo as variaveis: fendlicos totais, flavondides,
atividade antirradicalar, ions metélicos e dados cromatogréaficos obtidos por LC-UV/PDA e LC-MS.
Palavras-chave: propolis, compostos fendlicos, atividade antirradicalar, ions metélicos, analise dos

componentes principais.
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ABSTRACT

Eduardo Morgado Schmidt. Phenolic compounds and mineral analysis of Propolis from Prudentopolis

region: multivariated analysis aplications

Propolis is a resinous product produced by bees and used by man since the antiquity. Its
pharmacological properties are described in the literature and it is essential for quality control the
evaluation of mineral, flavonoids and total phenols levels, compounds which are related to antiradical
activity and most of the pharmacological properties of propolis. This work aimed to identify
correlations between those parameters and the antiradical activity of Propolis from Prudentopolis
region, in Parand. In the context of our research group, the chemical study of this propolis appears
from the importance of the apicultural activity for the economy at region, and has as main goal the
generation of new medicinal products rich in bio-active substances from propolis. The work also
aimed to compare propolis with different ripeness time and from different beekeepers. The levels of
organic compounds were determined by spectrophotometric methods in UV-VIS, whereas the levels
of metals were evaluated by atomic absorption spectrophotometry. Antiradical activity was determined
by the spectrophotometric method that uses the stable radical DPPH and by the assay based on
chemiluminescence of luminol in micellar enviroment. Extracts were also analyzed by direct insertion
in the mass spectrometer with eletrospray ionization in negative mode ESI(-)-MS and ions m / z 299
(artepillin C) and m / z 301 (comunic acid and dihydrokaempferide) were important ions for propolis
from Prudent6polis. The identification of components of propolis extracts was performed by LC-MS.
The 30% ethanolic extract showed the highest phenolic level and antiradical activity that positively
correlated with the content of dicaffeoylquinic acid and other prenyl phenolic acids. The vegetal oils
used in propolis extraction were capable of extracting compounds with antiradical activity, however,
with low vyield. Regarding the propolis with different ripeness time, there was a trend toward higher
content of phenolic compounds in newer propolis but no significant difference in levels of flavonoids
and metals was observed. Considering the solvents tested, the highest yield was obtained with ethanol
70% and 95% v / v. These extracts showed a higher intensity of ion m / z 299 (tR 21.7; Artepillin C)
and m/ z 301 (tR 25.5, E/ Z comunico acid) and were the second group with the highest antiradical
activity. The principal component analysis (PCA) determined the relations between the various
propolis extracts taking into account the following variables: total phenolics, flavonoids, antiradical
activity, metal ions and chromatographic data obtained by LC-UV/PDA and LC-MS.

Keywords: Propolis, phenolic compounds, metalic ions, antiradical activity, principal

component analysis.



1. INTRODUCAO

A prépolis é um produto natural fabricado pelas abelhas Apis Mellifera africanizadas
ou por abelhas nativas a partir de substancias coletadas de diversas partes das plantas, como
ramos, flores, polen, brotos florais e exudados resinosos (Figura 1). A propolis € utilizada
pelo homem h& séculos com fins diversos.! Por exemplo, no Antigo Egito a prépolis,
comumente chamada de cera negra, era utilizada ao embalsamarem 0s corpos no processo de

mumificacdo.*?

Figura 1: Abelhas coletando resina.

Pesquisas recentes comprovam as propriedades terapéuticas da propolis, dentre as
mais mencionadas estdo as atividades antimicrobianas, antiinflamatdrias, anestésicas,
antioxidantes, anticancer, anti HIV e anticariogénica. Estas propriedades fazem com que a
prépolis encontre numerosas aplicacdes nas inddstrias farmacéuticas e alimenticias.

Mais de 200 substancias ja foram identificadas em prépolis de diferentes regides.
Estas substancias pertencem a diversas classes como: acidos fendlicos, flavonoides, ésteres,
diterpenos, sesquiterpenos, lignanas, a<L.Deidos aromaéticos, &lcoois, aminoécidos, acidos
graxos, vitaminas e minerais. As propriedades terapéuticas observadas na propolis tém sido
atribuidas aos compostos fendlicos que a compdem, principalmente a classe dos flavonoides e
dos 4cidos fendlicos.*” A atividade desses compostos fendlicos deve-se principalmente & sua
capacidade de neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e de quelagdo de metais de
transicdo.®

Devido a importancia da atividade apicola para a regido de Prudentopolis, no estado
do Parand - conhecida como a “Capital do Mel” pela sua contribuicdo para a produgdo
nacional de mel e derivados apicolas - neste trabalho foi dado continuidade ao estudo quimico
da propolis produzida na regido. Com a crescente procura por alimentos funcionais com
propriedades antioxidantes, os extratos de propolis podem ser consumidos como alimento, por
exemplo, combinado com mel ou outros produtos apicolas. Assim, neste trabalho foi proposta

a verificagédo de possiveis correlagcdes entre os teores de compostos organicos e de minerais e



a atividade antirradicalar de extratos de propolis. O propdsito foi verificar se existem
diferengas significativas de composicdo quimica entre a prdpolis de diferentes idades ou
tempos de maturacdo. Esse estudo indicard o melhor solvente e periodo para a extracdo da
prépolis quando se deseja obter extratos com maior atividade antioxidante.

A quantificacdo de compostos organicos foi realizada pelo método
espectrofotométrico no UV-visivel. Para a determinacdo dos acidos fendlicos utilizou o
reagente Folin-Ciocalteau e para flavonoides realizou-se a complexacdo com cloreto de
aluminio em metanol.! Para verificar se 0 método analitico UV-VIS utilizado na quantificacéo
dos compostos organicos gerava informac@es confidveis e interpretaveis sobre a prépolis,
foram determinados alguns parametros de validacdo como precisdo, exatiddo, limite de
deteccéo e de quantificacdo, linearidade e sensibilidade do método.’

Para a andlise quantitativa de ions metalicos empregou-se a técnica de
espectrofotometria de absorcdo atdmica, para contaminantes metalicos (aluminio, cddmio e
chumbo), macroelementos (célcio) e oligoelementos (ferro, cobre, crémio, manganés e zinco)
presentes em extratos de propolis.®

A determinacdo da capacidade antirradicalar dos extratos hidroalcoo6licos, oleosos e
aquosos de prépolis foi conduzida no laboratério de pesquisa Quimiluminescéncia e
Fotoquimica Organica, do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. A atividade
foi determinada através de dois ensaios. O primeiro deles, desenvolvido no citado laboratério,
baseia-se na extingdo da quimiluminescéncia do luminol na presenca de substancias
sequiestradoras de radicais.>'®**? O segundo ensaio, mais simples e amplamente utilizado,
emprega o radical estavel 2,2-difenil-1-pecrilidrazil (DPPH.).**

Todos os extratos foram analisados no espectrometro de massas com ionizagédo
electrospray no modo negativo ESI (-)-MS, obtendo assim um perfil da composi¢do quimica
dos extratos, chamado de fingerprint.*'* E também foram analisados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-ESI-MS),
possibilitando a identificacdo de alguns componentes da propolis de Prudentopolis.

A anélise de componentes principais (PCA) foi utilizada como ferramenta estatistica
para andlise de todos os dados experimentais obtidos neste trabalho e permitiu verificar
semelhangas e diferencas em extratos obtidos com diferentes solventes e também amostras de

propolis de varios apicultores e com tempos de maturacdo diferente.



2. OBJETIVOS

Verificar possiveis correlacbes entre os teores de fendlicos totais, flavonoides,
minerais e atividade antirradicalar de extratos de propolis.

Comparar a composi¢do quimica qualitativa e quantitativa de propolis obtidas de
diferentes apicultores da regido de Prudentdpolis e com diferentes estagios de maturacao.

2.1. Objetivos especificos

- Comparar os teores de fendlicos e flavondides totais em extratos obtidos com
diferentes concentracdes de solucdes hidroalcodlicas, oleosas e aquosas de propolis.

- Avaliar o potencial antirradicalar de extratos hidroalcoolicos, oleosos e aquosos de
propolis.

- Quantificar contaminantes metalicos, macroelementos e oligoelementos presentes
em extratos hidroalcodlicos, oleosos e aquosos de propolis.

- ldentificar componentes quimicos comumente presentes na propolis de
Prudentépolis-PR

- Interpretar e relacionar todos o0s resultados obtidos através do tratamento

quimiométrico



2. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Apicultura no Brasil

A espécie de abelha Apis mellifera é a mais cultivada no Brasil e no mundo. Também
sdo criadas no Brasil algumas espécies de abelhas nativas (ou indigenas ou sem ferrdo), que
sd0 menores e muito menos produtivas, mas que fornecem um tipo de mel diferente e muito
apreciado.****°

As abelhas s&o insetos que apresentam um comportamento baseado num conjunto
limitado de respostas aos diferentes estimulos que sofrem. Elas simplesmente respondem ao
estimulo "secrecdo de néctar nas proximidades” coletando e armazenando tudo o que
podem.™ Do ponto de vista da selecdo natural, os enxames (Figura 2) que assim procedem

conseguem sobreviver aos tempos dificeis e tém oportunidade de passar seus genes adiante.

Figura 2: Melgueira em um apiario em Prudentopolis.

Uma familia ou col6nia de abelhas é formada por uma rainha, milhares de operéarias e
centenas de zangdes. Na colméia as abelhas, enquanto jovens, dedicam-se ao trabalho interno:
limpam as células, alimentam as larvas jovens e a rainha com substancias nutritivas que elas
mesmas secretam, alimentam as larvas mais velhas com polen e mel, empilham o pdlen
recolhido nas células, secretam cera, constroem favos, recebem, processam e armazenam o
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néctar, vedam frestas com prépolis, defendem e ventilam a colméia. Quando mais velhas

dedicam-se, principalmente, a coleta de néctar, polen, agua e prépolis. A coleta de néctar ou



mel pode ser feita também em outras colméias, especialmente as mais fracas, num
comportamento de saque.>**®

Uma colméia fabricada pelo homem tem que seguir rigorosamente as mesmas
medidas que as abelhas adotam para a construcdo de seus favos, onde 0s componentes da
colméia sdo: assoalho, ninho, quadros com cera alveolada para a construcdo dos favos pelas
abelhas e tampa.

O apicultor necessita de vestimenta especial completa para protecdo contra as
ferroadas das abelhas. O fumegador é essencial para o trabalho apiario pois a utilizacdo da
fumaca impede o ataque das abelhas.'® O tipo mais apropriado é o fumegador de fole manual,
constituindo por um fole, como o préprio nome diz, que é acoplado a uma fornalha dotada de
grella, na qual se queima o material que produzira a desejada fumaca.’® Os materiais mais
apropriados para a producdo de fumaca sdo de origem vegetal. O importante é que a fumaca
néo seja produzida por materiais que irritem as abelhas, como querosene ou gasolina, ou que
desprendam odor e cheiro forte. 1*®

Antes de 1500 no Brasil existiam apenas os meliponideos (abelhas nativas). Apds o
descobrimento, introduziram-se as abelhas da espécie Apis mellifera, trazidas da Europa por
padres e imigrantes. Contudo, somente em 1956 a apicultura brasileira teve forte impulso com
a importac&o de rainhas da Africa e o cruzamento destas com as de raca européia, originando
a abelha africanizada. Esta nova espécie exigiu a profissionalizacdo dos apicultores, e desde
entdo o pafs tem se mostrado um solo fértil na atividade.?*?*??

No Brasil ha atualmente cerca de 350 mil apicultores e a atividade envolve ao redor de
um milhdo de pessoas. A producéo brasileira de mel é de 50 mil toneladas/ano e movimenta-
se no pais algo em torno de US$ 80 milhGes por ano. O mel brasileiro é diferente do europeu,
sendo apreciado no exterior por ser um mel organico e ecoldgico. As abelhas sdo rusticas,
africanizadas, dispensam o uso de antibidticos, de acaricidas e outros contaminantes que
afetam a qualidade do mel com a presenca de residuos destas classes de substancias. O Brasil
ainda enfrenta o embargo da comunidade européia para exportacdo do mel. Mas apesar disso,
ndo temos no Brasil grandes estoques de méis ndo comercializados. Hoje os Estados Unidos
tém absorvido grande parte da nossa produgdo. A média de preco do quilo do mel para
exportacdo chega a R$ 2,00.2

A atividade apicola na regido de Prudentdpolis no interior do Parana, por ser uma

regido com grande diversidade de recursos naturais, possui grandes areas propicias a atividade



apicola. ?* Nesse municipio, a apicultura se caracteriza pela presenca elevada de pequenos
produtores que extraem e comercializam seus produtos derivados, utilizam mao-de-obra
familiar e mantém atividades paralelas, seja como principal ou como complementar.*

Prudentdpolis é formada por 8.101 estabelecimentos rurais, dos quais 6.551 modulos
sdo constituidos por pequenas unidades. A apicultura corresponde no cenario agricola do
municipio a aproximadamente 2.000 familias que exploram a atividade, onde 800 familias
trabalham comercialmente com a cadeia produtiva do mel. Na safra 2007/2008, a receita
advinda da producdo apicola foi de R$ 209.028,25, entre o percentual de apicultores que
comercializaram mel na tltima safra.?>?

Na atividade apicola existem outras importantes alternativas de renda nos seus
derivados que podem ser desde cera, propolis até o comércio de colméias inteiras (Figura
3).2>% Com relacdo a cera, a receita gerada para o municipio foi de R$ 11.894,82, visto que
foram comercializados 1.333,50 kg provindos de 30 apicultores. Com relacdo a prépolis, em
2009 a receita advinda da comercializagdo foi de R$ 24.170,40. Como produtores de prépolis
h& 52 apicultores cadastrados na associacdo dos apicultores de Prudentdpolis e quanto aos
demais sub-produtos apicolas a quantidade comercializada entre os entrevistados por Ternoski

e colaboradores % é muito baixa e até nula.?*

Figura 3:Foto mostrando alguns produtos apicolas.



3.2. Propolis

A prépolis é um derivado apicola de grande interesse no mercado nacional e
internacional devido a suas propriedades benéficas na prevencao e tratamento de diversas
doencas.**>**%" Especificamente, a propolis da Regido Sudoeste do Brasil é a mais bem cotada
no mercado internacional, com valores que variam entre US$ 80 e 100 por quilograma do
produto in natura.

A palavra propolis vem do Grego-profissional pré (antes de) e polis (cidade),
referindo-se a observacdo dos apicultores de tempos antigos que notaram que por diversas
vezes, as abelhas construiam uma pequena parede de prépolis (Figura 4), para protegerem a
entrada dianteira de suas colméias, que geralmente ficava a frente (antes da cidade) das

coldnias dos apicultores.*®

Figura 4: Prépolis in natura

O processo de elaboracédo da prépolis inicia-se quando as abelhas captam, extraindo de
diversos lugares e locais como arvores, arbustos, flores, brotos e troncos, uma substancia
resinosa & qual na colméia adicionam secrecdes salivares,*®394°

A propolis produzida pelas abelhas operarias é usada como um selante que protege
contra agentes climaticos. A propolis também atua como esterilizador da colméia devido a
suas propriedades bactericidas e fungicidas que servem como protecdo contra
microorganismos que, se proliferassem, poderiam ameacar a vida na colméia.

Para que a propolis seja util para as abelhas, esta devera ter varias caracteristicas



fundamentais. Deve ser aderente, e resistente, pois é usada para reforcar a colméia. Deve ser
insolivel em &gua, pois é usada para fechar frestas e diminuir o tamanho da entrada da
colméia, protegendo contra a chuva. Finalmente deve ter acdo antimicrobiana, pois é usada

para higienizar a colméia e evitar a putrefacéo de animais mortos.**

3.2.1. Diversidade da propolis brasileira

A composicdo quimica da propolis é variavel qualitativa e quantitativamente
dependendo da eco-flora de cada regido onde é coletada. O género e a espécie da abelha
também influem na qualidade da mesma. No entanto a prépolis basicamente contém 50-60%
de resina e balsamo, 30-40% de ceras, 5-10% de dleos essenciais, 5% de grdos de pélen, além
de micro elementos como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés, e pequenas
quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E. As substancias balsdmicas sdo aquelas soluveis
em solucdes hidroalcodlicas como os compostos fendlicos da propolis aos quais € atribuida a
maioria de seus efeitos terapéuticos.*

Um dos grandes problemas para a padronizacdo da propolis é a sua variagdo em
composi¢do quimica em consequéncia da diversidade vegetal e, em menor escala, as
variacOes sazonais e ambientais. Em particular, a propolis brasileira é bastante diversificada.
Varios grupos de pesquisadores no Brasil tém adotado diferentes técnicas visando reunir a
prépolis brasileira em grupos de acordo com sua composi¢do quimica, caracteristicas fisico
quimicas e atividade biologica.

Por exemplo, Park e colaboradores analisaram 500 amostras de prépolis de diferentes
lugares do Brasil, exceto a regido norte, e usando técnica univariada, classificaram a propolis
brasileira em 12 grupos a partir de suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
bioldgicas. Eles utilizaram Cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC),
espectrofotometria no UV, cromatografia liquida de alta Eficiéncia (HPLC), além de
realizarem testes de atividades antimicrobianas e antioxidante. Dos 12 grupos encontrados, 5
sdo da regido sul, 6 da regido nordeste e 1 da regido sudeste, 0 que comprova que a
diversidade da prépolis das regides sul e sudeste varia proporcionalmente com a diversidade
da flora local. Tais pesquisadores observaram que diferentes tipos de prépolis possuem
diferentes atividades antimicrobianas, sendo necessaria uma padronizagéo, pois existem tipos

especificos de prépolis para cada caso. A atividade antioxidante foi alta para todas as



amostras, algo ja esperado, pelo fato de a prépolis possuir em sua composicdo muitos
compostos fenélicos.?

Apols essa classificacdo, 0os mesmos pesquisadores analisaram 3 dos 12 grupos
encontrados no estudo anterior, o grupo 3 do sul do Brasil, grupo 6 do nordeste do Brasil e 0
grupo 12 do sudeste do Brasil. Através da observacdo do comportamento das abelhas
selecionaram possiveis fontes vegetais e compararam com a propolis por HPTLC, HPLC e
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os perfis
cromatograficos entre a propolis e os materiais vegetais confirmaram as principais fontes
vegetais dos grupos estudados: o grupo 3, localizado no sul do Brasil, na divisa entre Parana e
Santa Catarina, € originado de uma espécie do género Populus; o grupo 6, da regido nordeste
do Brasil, da espécie Hyptis divaricata e o grupo 12, da regido sudeste do Brasil, de
Baccharis dracunculifolia.**

A propolis da regido sudeste do Brasil, onde Park e pesquisadores encontraram apenas
um grupo existente, tem sido extensivamente estudada, devido a grande aceitacdo e
valorizacdo dessa propolis, conhecida como prépolis verde, no mercado consumidor. Todos
os estudos confirmam a origem vegetal da prdpolis dessa regido como sendo a Baccharis
dracunculifolia, ou como popularmente é conhecida essa espécie, Alecrim do Campo. Essa
propolis € rica em &cidos fendlicos, especialmente derivados prenilados do &cido p-
Cumérico.2°’19’39'43’44

Outra classificacdo da propolis brasileira foi feita por Sawaya e colaboradores, que
estudaram amostras de diferentes regides do Brasil, e também amostras da Europa, América
do Norte e Africa por espectrometria de massas com ionizagio por eletrospray, utilizando a
técnica de fingerprint. A comparacdo dos espectros fingerprint através da analise dos
componentes principais permitiu que as amostras pudessem ser divididas em grupos
diferentes, de acordo com seus principais ions marcadores, relacionados a sua origem
geogréfica.**

As amostras da América do Norte, da Bulgaria, Inglaterra e Finlandia mostraram
espectros ESI-MS muito similares, o que confirma a similaridade de suas plantas de origem.
Os maiores ions marcadores dessas propolis sdo o m/z 253, 255, 269, 271, 285 e 313. Os
quatro primeiros ions sdo também os mais intensos e provavelmente, formas desprotonadas
dos flavonoides, crisina, pinocembrina, apigenina/galangina e naringenina, comuns na

propolis européia.***®



A propolis africana de Mogambique mostrou um espectro fingerprint Unico. Os
maiores ions marcadores foram m/z 239, 255, 269 e 369, com fonte vegetal ndo
identificada,****

Nesse trabalho Sawaya e colaboradores dividiram a prépolis do Brasil como propolis
vermelha, da regido nordeste, que foi subdividida em 2 grupos: R1, com cor vermelha intensa
e R2, com cor vermelha menos intensa, e a prépolis do sul e sudeste: verde (G) ou marrom
(B). Por inspecdo visual do espectro fingerprint pode-se relacionar os principais ions
marcadores de R1: m/z 255, 267, 271, 285, 519 e 601, enquanto que 0 grupo R2 apresentou:
m/z 255, 281, 311, 325, 339 e 441. A prépolis dessa regido do Brasil comegou a ser
recentemente estudada.'*** Alencar e Daugsch estudaram amostras de prépolis vermelha do
nordeste brasileiro. Os pesquisadores puderam identificar varios compostos, dentre eles
isoflavonas, isoflavanas e chalconas, alguns dos compostos identificados nunca foram
encontrados em propolis de outras regifes. Essa propolis foi classificada como grupo 13,
dentro da classificagéo feita por Park. Sua origem vegetal foi comprovada como sendo a
espécie Dalbergia ecastophyllum, que pode ser a origem das isoflavonas encontradas nessa
propolis.*

A propolis do sul e sudeste do Brasil mostrou espectro fingerprint diferente das
propolis européias, da América do Norte e também da vermelha do nordeste brasileiro.
Devido a diversidade dos tipos de prépolis encontrados, a propolis do sul e sudeste brasileiro
foi adicionalmente subdividida em 3 grupos: O grupo G, a propolis verde, que tem como
principais ions marcadores m/z 231, 255, 299, 315, 363. Esse grupo, cuja origem vegetal ja
foi discutida anteriormente, compreende todas as amostras de Sao Paulo, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul e algumas do Parana. Dois grupos de prépolis marrom foram encontrados no
sul do Brasil, 0 B1, do estado do Parana, com principal ion caracteristico m/z 301, com outros
ions importantes m/z 253, 255, 269, 319 e 361. Os ions 231 e 299 (caracteristica do grupo G)
ndo sdo encontrados nesse grupo. A origem vegetal da propolis desse grupo € a resina da
especie Populus alba, trazida da Europa por descendentes alemées. Ja o grupo B2, também do
estado do Parana, possui 0 ion m/z 299, e todos 0s principais ions caracteristicos do grupo G,
e ainda possui alguns ions marcadores do grupo B1, principalmente m/z 301, 319, 351 e 361.
Tais resultados indicam que a propolis desse grupo tem mais de uma espécie vegetal
importante como fonte de resina para a propolis, provavelmente uma superposicdo de

vegetacdo que origina as propolis do grupo G e B1. Nao hé estudos detalhados sobre a origem
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vegetal especifica desse grupo de propolis.*®**

Marcucci e colaboradores realizaram um trabalho detalhado com 50 amostras de
prépolis padronizadas e representativas de varias regides brasileiras no intuito de classifica-
las em funcdo de parametros fisico-quimicos (presenca de flavondides, % de cera,
concentracdo de sélidos soluveis e grau BRIX). Estes pesquisadores testaram também as
amostras quanto a atividade antibacteriana. Uma anélise criteriosa dos resultados mostrou que
as propolis originarias de Minas Gerais, Sdo Paulo e do Parand, apresentam um valor de grau
BRIX mais elevado, uma quantidade maior de solidos sollveis e uma quantidade de cera duas
vezes menor do que aquelas amostras oriundas das regides sul do estado do Parana e do norte
de Santa Catarina. Estas Gltimas sdo levemente avermelhadas. Todas as amostras foram
testadas em disco, frente a cepas de S. aureus (Miller Hinton 200mg/mL do extrato etandlico
de prépolis). As amostras do primeiro grupo mostraram uma atividade de 7 a 12 mm e as
amostras do segundo grupo, uma atividade de 6 a 9 mm.Todas as amostras apresentaram
resultados positivos quando testadas quanto a presenca de flavonoides, embora as amostras do
primeiro grupo tenham apresentado resultados que apontam para uma concentracdo maior. A
analise dos dados obtidos permitiu a Marcucci e colaboradores dividir estas amostras em dois

grandes grupos ambos de interesse comercial.*®

3.3. Espectrofotometria no Ultravioleta — visivel na analise quantitativa de &cidos

fendlicos e flavonoides

3.3.1 Lei de Lambert- Beer

A espectrofotometria no UV-VIS é uma técnica muito utilizada em determinacdes
analiticas. A analise quantitativa através dessa técnica baseia-se na lei de Lambert-Beer que
indica quantitativamente como a grandeza da atenuacdo da radiacdo que incida na amostra
depende da concentracdo das moléculas absorventes e da extensdo do caminho sobre o qual
ocorre a absor¢do. A medida que a luz (1) atravessa a solucdo contendo o analito que absorve,

um decréscimo de intensidade (1) ocorre na proporcéo que o analito é excitado.
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| /1) = k. b=A lo=Intensidade energia radiante que incide na amostra
oglo( 0/ ) c b | = Intensidade de radiagdo que emerge da amostra

k= constante caracteristica do soluto
c= concentracdo do soluto
b= comprimento do caminho dptico através da amostra
A= absorbancia

Quando a concentracao do soluto (c) é expressa em moles por litro e 0 comprimento

do caminho optico (b) em centimetros, a expressdo acima torna-se:

A=¢c.b

O termo ¢ é conhecido como absortividade molar é caracteristica da espécie absorvente num
solvente e comprimento de onda fixo.
Se a concentracdo (c) do soluto for definida em gramas por litro (g/L), a equacéo se

transforma em:
A=a.b.c

onde a é a absortividade, que se relaciona com a absortividade molar a qual é expressa por € =
a.M, onde M é o peso molecular do soluto.*’

Os limites da Lei de Lambert-Beer estdo relacionados com os desvios da
proporcionalidade direta entre a absorbancia e a concentracdo, para concentracfes que
excedem 0,01 mol L™ chamado de limite real. Ja os desvios quimicos aparecem quando a
espécie absorvente sofre associagdo, dissociacdo, ou reacdo com o solvente que podem gerar
produtos que absorvem de forma diferente do analito.*®

3.3.2 Analises espectrofotométricas quantitativas de fendlicos totais e flavonoides

Um metodo bastante utilizado para a quantificacdo de flavonoides baseia-se na reacao
de complexagdo com cloreto de aluminio. O cation aluminio forma complexos estaveis com
os flavondides em metanol como mostra a Figura 5, ocorrendo na analise espectrofotométrica
um desvio para maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo da absorcdo. Dessa
maneira, é possivel determinar a quantidade de flavonoides, evitando-se a interferéncia de
outras substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos." Marcucci!, Woisky e
Salatino®, afirmam ser esse método preciso e reprodutivel, ainda que pouco exato

(geralmente fornece valores inferiores ao real) apresentando desvios muito pequenos ou nulos
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entre um ensaio e outro, se realizados com a mesma amostra. Um padrdo analitico muito
empregado nessa determinacdo é a quercetina, cujo complexo com o cétion aluminio,
apresenta maximo de absorcdo em 425nm. Dessa forma os resultados sdo expressos em

equivalentes de quercetina.

OH o— ;'L{\-
0
o M
l
|
AL+

Figura 5: Formacdo do complexo Flavonoide-Al, em solucdo metandlica de cloreto

de aluminio.t

Para o calculo do teor total de substancias fendlicas se emprega comumente o reagente
Folin — Ciocalteau e baseia-se na reducdo das misturas dos acidos fosfotdngstico e
fosfomolibdico em meio alcalino a Oxidos de tungsténio e molibdénio causada pelos
compostos fendlicos, formando um complexo de coloracdo azul, cuja absor¢do maxima esta
centrada em 700 nm ou 760 nm. A desvantagem desse método € que muitas substancias
redutoras podem interferir na analise, como acticares e aminas aromaticas. **°%°! %2

Na literatura reporta-se a quantificacdo de acidos fendlicos e flavondides, utilizando o
método espectrofotométrico, em diversos alimentos como suco de uva*, broto de feijao®®, em
pitanga> e em extratos de propolis brasileira de diferentes regides.®” Por exemplo, Cunha e
colaboradores avaliaram a influéncia de varios fatores no rendimento da extracdo da propolis
e no teor de fendlicos totais. Os fatores considerados foram: extracdo da propolis sob a
incidéncia de luz, nimero de dias de extragdo, método de extracdo (maceracdo ou Soxhlet) e
concentragfes de etanol em agua como solvente extrator. Foram testadas seis amostras de
propolis da regido sudoeste do Brasil. Para todas as amostras testadas apenas a extracdo em
Soxhlet resultou em um maior rendimento na extracdo. Os teores de fendlicos totais de todos
0s extratos oscilaram entre 6,41 e 15,24% mas nenhuma correlacgdo direta foi encontrada com
qualquer um dos fatores considerados durante a extrau;z?lo.6

No artigo de Wosky e Salatino onde o objetivo foi contribuir para o estabelecimento
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de rotinas que trazem o controle de qualidade de prdpolis, foram analisadas amostras de
propolis de diferentes regides do Brasil. A primeira extracdo foi realizada com metanol em
extrator Soxhlet, obtendo os valores de substancias fendlicas (m/m) em relagdo a propolis
bruta, entre 8,78% (Piracicaba/SP) e 13,72% (Sombrio/SC) e para flavonoides entre 0,77%
(Ribeirdo Preto SP) e 2,69% (Ribeirdo Preto/SP). Para as tinturas, onde foi realizada a
extracdo, com variacdo no solvente (etanol absoluto e 70% etanol / 4gua) e também no tempo
de extracdo (2, 7 e 30 dias), os valores de sustancias fendlicas variaram entre 1,20% (m/v)
(etanol absoluto com 2 dias de extracdo) e 1,67% (m/v) (etanol aquoso com 30 dias de
extracdo). Para flavondides os teores encontrados variam entre 0,35% (m/v) (etanol absoluto
com 2 dias de extragdo) e 0,39% (m/v) (etanol absoluto) com 30 dias de extracéo.*’

3.4.Validacado

A validacdo de um método é feita devido a necessidade de se verificar a qualidade e a
seguranca das medicdes realizadas. Agéncias credenciadoras, como a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial) disponibilizam guias para os procedimentos de
validacdo de métodos analiticos. A Tabela 1 mostra os pardmetros indicados por tais

agéncias.’
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Tabela 1 — Parametros indicados pela ANVISA e INMETRO para validacdo de métodos

analiticos ’

INMETRO

ANVISA

Especificidade/Seletividade

Especificidade/Seletividade

Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

Intervalos da curva de calibracdo

Linearidade

Linearidade
Curva de calibracéo

Limite de deteccdo (<L.D)

Limite de deteccédo (<L.D)

Limite de quantificagdo (LQ)

Limite de quantificacdo (LQ)

Sensibilidade (inclinacéo da curva)

Exatiddo e tendéncia Exatiddo
Preciséo Preciséo
Repetitividade Repetibilidade ( preciséo intra-corrida)

Precisao intermediaria
Reprodutibilidade

Precisdo intermediéria (precisao inter-
corrida)

Reprodutibilidade (preciséo inter-
laboratorial)

Robustez Robustez

Incerteza de medicéo -

A seletividade , que é muitas vezes utilizada como sinénimo de especificidade, pode
ser entendida como a capacidade do método de detectar a substancia de interesse. Se a
seletividade ndo for confidvel, a exatidio e a precisdo estardo comprometidas.”® A
seletividade pode ser avaliada através da comparacdo da matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz adicionada com a substancia de interesse.

O intervalo da curva de calibracdo corresponde a faixa do maior ao menor nivel que
possa ser quantificado com precisdo e exatiddo. A Anvisa especifica um minimo de cinco
pontos para a curva de calibragdo.’

A linearidade do método é a capacidade de o método reproduzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragéo da substancia a ser analisada. O método matematico
de regresséo linear pode ser utilizado para estimar os coeficientes de uma curva analitica a
partir de dados experimentais. Através da regressdo linear pode-se saber o valor do
coeficiente de correlacdo. Tal pardmetro permite uma estimativa da qualidade da curva,
guanto mais proximo de 1 menor a incerteza. A Anvisa recomenda para os métodos analiticos
que o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,99 e o Inmetro

um valor acima de 0,90.”
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O limite de deteccdo é a menor quantidade da substancia de interesse que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Pode ser medido visualmente, pela relacdo
sinal/ruido ou por meio de parametros da curva analitica. O limite de quantificacdo € a menor
quantidade do analito que pode ser quantificada, e pode ser calculado através dos mesmos
critérios utilizados para o limite de deteccdo.>*>*

A sensibilidade é a capacidade do método em distinguir, com confianca, duas
concentracdes proximas. A sensibilidade nada mais € do que o coeficiente angular da curva
analitica, que deve ser diferente de zero. Em métodos sensiveis, uma pequena alteracdo na
concentracdo gera uma grande variacdo no valor do sinal analitico medido.™

A exatiddo representa o grau de concordancia entre o valor encontrado para o analito e
o0 valor real. Existem varios métodos para avaliar a exatiddo de um método, como 0 uso de
materiais de referéncia certificados, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacéo e adi¢do
padréo. No presente trabalho foram feitos ensaios de recuperagéo.™

A preciséo representa a dispersdo de resultados entre ensaios e pode ser avaliada
através do desvio padrdo. A precisdo pode ser dividida entre repetitividade, que € a
concordancia entre os resultados de medicGes sucessivas, efetuadas sobre as mesmas
condigdes: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento utilizado, mesmo
local; a precisdo intermediaria corresponde as variagdes dentro do laboratério devido a fatos
como diferentes dias, diferentes analistas e diferentes equipamentos, ou uma mistura desses
fatores; enquanto que a reprodutibilidade diz respeito a variacdo interlaboratorial, e pode ser
obtida pela colaboragéo entre laboratorios.>®

A robustez € a capacidade do método de permanecer inalterado frente a pequenas
variacBes nos parametros, como diferentes tipos de coluna, temperatura, fluxo, entre outros.’

Ao validar um método, o pesquisador deve escolher um caminho a ser seguido, ou

seja, escolhe uma das determinacgdes (Anvisa ou Inmetro).
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3.5. Atividade Antirradicalar

A oxidacdo de uma determinada substadncia como: o ferro, gordura, ou tecidos
humanos, esta relacionada, principalmente, com a sua degradacao e/ou deterioracdo. No corpo
humano a oxidacdo estd ligada ao processo de envelhecimento e da degradacdo do tecido
vivo. Os compostos responsaveis por essa agdo maléfica sdo conhecidos como radicais livres.
Na natureza existem diversas substancias que combatem esses radicais tais como a vitamina
C, a vitamina E, entre outros. Recentemente a propolis vem sendo estudada como alternativa
para 0 combate dessa oxidacdo. A sua composicdo quimica, formada essencialmente por
compostos fendlicos, leva a crer que ela seja um produto com grande poder antioxidante, uma
vez que esses compostos sdo conhecidos como tais. Em estudos laboratoriais de Park,™
verificou-se que um dos compostos presente na prépolis, conhecidos como CAPE (caffeic
acid phenethyl ester), atua como um excelente antioxidante inibindo a formacdo de radicais
livres 12°°
Um antioxidante ¢ “uma substincia que, quando presente em baixas concentra¢des
comparadas a de um substrato oxidavel, retarda ou previne a oxidacao desse substrato”. Por
essa definicdo pode-se inferir que a capacidade de um antioxidante ndo é um valor absoluto,
mas depende do meio, da fonte de estresse e do alvo (substrato oxidavel). Esse é o motivo por
que diferentes métodos originam diferentes valores relativos de capacidade antioxidante.'?*°
Uma grande variedade de testes tem sido utilizada na investigacdo e caracterizacdo de

antioxidantes.”>*"***° De acordo com Prior e colaboradores >

existem dois principais
mecanismos segundo 0s quais ocorrem as reacdes envolvidas nos principais métodos de
determinacdo de capacidade antioxidante. Um envolve transferéncia de hidrogénio (HAT,
hydrogen atom transfer) e o outro transferéncia de elétron (ET, electron transfer).

Talvez o ensaio mais simples, rapido e que necessita menos equipamentos seja 0 que
utiliza o radical estavel e disponivel comercialmente 2,2-difenil-1-pecrilidrazil (DPPHe). A
solugdo apresenta coloracdo roxa e uma intensa banda de absorcdo centrada em 515 nm é
observada. Esse método foi proposto por Blois em 1958 e baseia-se na extin¢do dessa banda
quando DPPHe é reduzido. A reagdo entre um antioxidante e DPPHe é acompanhada
espectrofotometricamente e um parametro bastante utilizado ¢ o ECsp, que corresponde a
concentracdo da amostra que leva a uma reducdo da concentragdo de DPPH+ a 50% da inicial.

A avaliagdo de capacidade antioxidante de extratos naturais € intrincada devido a
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complexidade da matriz. Para determinar o potencial antioxidante total de amostras de
plasma, Wayner e colaboradores,**®? desenvolveram o método TRAP (total peroxyl radical-
trapping potencial), que avalia o tempo necessario para que todos os antioxidantes da amostra
sejam consumidos.*%

Um ensaio de atividade antirradicalar utilizando a quimiluminescéncia foi
desenvolvido no laboratério de pesquisa Quimiluminescéncia e Fotoquimica Organica, do
Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo. Este método baseia-se na extin¢do da
quimiluminescéncia do luminol na presenca de substancias seqliestradoras de radicais. Nesse
ensaio, a avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos naturais é obtida, mas devido a
complexidade da matriz, é realizada com o método TRAP (total peroxyl radical-trapping
potencial). Maiores detalhes sobre o método encontram-se descritos na Dissertacdo de
Mestrado de Santos, C. S.*2

O Artepillin C é um dos compostos isolados da prépolis verde brasileira e que
apresenta atividade antirradicalar (Figura 6). Esta substancia, além de possuir a capacidade de
estimular a acdo do macrdfago, de sua acdo bactericida, tem uma elevada capacidade de
eliminar diversos tipos de células tumorais de culturas “in vitro” e células cancerigenas

transplantadas em camundongos.®

acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico

Figura 6: Formula estrutural e quimica do Artepillin-C.
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3.6. fons metalicos

Os produtos da abelha, incluindo a prépolis, foram utilizados também em pesquisa de
determinacdo comparativa de grau de contaminacao. Por este estudo, empregando a técnica de
espectrofotometria de absor¢do atdbmica em chama foram determinados, cddmio, crémio e
chumbo, sendo a propolis definida como um bom indicador de poluicdo ambiental,
mostrando, dessa forma, que este insumo esta sujeito a contaminantes metalicos.>*®

Os ions metalicos, em relacdo a importancia no organismo humano, podem ter
importancia vital, ndo essenciais ou toxicos. Os metais pesados, tais como chumbo e cadmio,
dentre outros, sdo tdxicos e podem resultar em sérios danos para a saude humana e animal.
Danos estes, resultantes da contaminacdo que tanto podem ser de fatores naturais como a
erosdo e desta forma contaminar o ambiente, € a mais danosa, antropogénica, como
consequéncia de utilizacdo diversificada na industria, na agricultura, dentre outras e assim
contaminar o homem e o ambiente.

Os metais essenciais se apresentam como elementos-traco nos seres vivos, muitas
vezes com funcdo bioldgica bem definida e essencial aos processos metabolicos. Contudo,
mesmo sendo essenciais, podem, quando acima de determinadas concentragdes apresentar
toxicidade. Os elementos (cadmio, mercurio, chumbo, talio, etc.) que ndo apresentam funcéo
biologica definida, possuem alta toxicidade quando os valores ultrapassam os valores de

referéncia.5*%®
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Amostras de propolis e extratos

As amostras de prépolis foram coletadas diretamente de apidrios da cidade de
Prudentdpolis, regido sudeste do Parana, atraves de um contato pessoal estabelecido entre 0s
apicultores e os membros do Laboratorio de Cromatografia e Produtos Naturais (CRONAT)
do Departamento de Quimica (DEQ) da UNICENTRO.

Para a extracdo da propolis foram utilizados os equipamentos disponiveis no
Laboratorio de Cromatografia e Produtos Naturais e no Laboratorio de Pesquisa em Quimica
Orgénica e Tecnologia do Departamento de Quimica/UNICENTRO. Os extratos
hidroalcodlicos de prdpolis foram obtidos com etanol grau P.A e agua ultra-pura pelo sistema
PKA Genpure. Para o preparo dos extratos oleosos da propolis utilizaram-se o0leos

comestiveis de soja e de canola adquiridos no comércio local.

4.1.2. Analises quantitativas de fenolicos totais e flavonoides por espectrofotometria no
Visivel.

As analises foram realizadas no espectrofotdmetro UV-VIS Varian Cary 50 Bio
locado no bloco de Quimica no CEDETEG, UNICENTRO. Os solventes utilizados foram
grau espectrofotométrico.

Na determinacdo dos teores de acidos fendlicos foram utilizados o reagente Folin-
Ciocalteau (Biotec, 2 N) e o acido galico (VETEC, 99%) como padrdo analitico. Os teores de
flavonoides foram determinados utilizando como reagente cloreto de aluminio dihidratado e

quercetina (SIGMA, 98%) como padréo analitico.

4.1.3. Determinacao da capacidade antirradicalar

A determinacdo da capacidade antirradicalar dos extratos de propolis foi realizada no

laboratério de pesquisa Quimiluminescéncia e Fotoquimica Orgéanica, do Instituto de
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Quimica da Universidade de Sao Paulo gracas a colaboracdo com o professor Dr. Wilhelm J.
Baader. Os ensaios foram conduzidos com o auxilio da Ms. Cerize da Silva Santos. A
capacidade antirradicalar foi determinada através de dois ensaios independentes, o do luminol
(5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona, Sigma, 97%) e o do DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil). Os reagentes e procedimentos empregados, em ambos 0s ensaios encontram-se
bem descritos na Dissertacdo de Mestrado de Santos, C. S, pelo que neste trabalho séo
tratados de maneira sucinta. *2

No ensaio do luminol foram utilizados sem prévia purificacdo os seguintes reagentes:
luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona, Sigma, 97%); hemina (cloreto de
ferriprotoporfirina IX, Sigma); perdxido de hidrogénio (Peréxidos do Brasil, 60% m/m);
trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, A<L.Drich, 97%). O CTAB,
brometo de Cetiltrimetilamonio, que foi filtrado a vacuo e seco a 40°C sob pressdo reduzida
(3 mmHg). As cinéticas de emissdo foram acompanhadas utilizando-se um
espectrofluorimetro Hitachi F-4500 com a tenséo da fotomultiplicadora de 900 V, fenda de 20
nm e grade na posicdo de espelho. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos no
espectrofluorimetro Hitachi F-4500.

No ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, Sigma) o Etanol (Synth, 99,5%) foi
tratado com MgO e I, e em seguida destilado. Foi empregada &gua desmineralizada no
preparo das solugdes (18 MQ, Milli-Q, Millipore) e os demais reagentes utilizados foram de
grau analitico e usados sem purificacdo adicional. As cinéticas do ensaio com DPPH foram
realizadas em um espectrofotdmetro Varian Cary 50 Probe, com cell ho<L.Der com espaco

para 18 cubetas.
4.1.4. Analise por Espectroscopia de Absorcdo Atdmica

Na determinacdo de ions metalicos utilizou-se um espectrémetro de absorcao atdmica
Varian AA-220, equipado com lampada de catodo oco de deutério como corretor de fundo.
Todas as vidrarias foram estocadas em solucéo de &cido nitrico 10% por uma noite. Apds esse
periodo foram lavadas com agua deionisada (18.2 MQ cm) obtida por sistema Human UP
900. Os solventes utilizados foram grau analitico. Solucdes estoque de todas as espécies
avaliadas foram preparadas com concentracdes 1000 mg.L™.
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4.1.5. Analise Cromatografica

Utilizou-se um sistema HPLC Waters 600 equipado com Bomba reciproca de dois
pistdes e sistema de gradiente com 4 valvulas proporcionais que misturam até quatro eluentes
a baixa pressdo. Em linha, o sistema possui modulo de desgaseificacdo com quatro canais
simultaneos. Para se obter os cromatogramas utilizou-se Detector por arranjo de diodos
(PDA) Waters 2696 com lampada de deutério e faixa de operacdo de 190 a 800nm. Para o
controle de moédulos do HPLC, a aquisicdo e o processamento de dados, foi utilizado um
microcomputador IBM Pentium IV com o software EMPOWER 2 (Waters Corporation).

Os solventes organicos utilizados para cromatografia por HPLC foram grau HPLC,
previamente filtrados por membrana de Poliamida (poros de 0,40 pum, marca Sartorius,
Goettingen, Germany) e desgaseificados por filtracdo a vacuo em banho ultrason Unique. A
agua utilizada nas analises por HPLC foi ultrapura obtida pelo sistema PKA Genpure,

4.1.6. Analise por espectrometria de Massas

As analises por Espectrometria de Massas foram realizadas no Laboratério Thomson
de Espectrometria de Massas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP,
Campinas-SP, gracas a colaboracdo com o Professor Dr. Marcos Eberlin. As andlises foram
conduzidas pela prof. Dra. Alexandra Sawaya, na realizacdo dos experimentos neste
laboratério.

Os espectros fingerprint foram obtidos por insercdo direta no espectro de massas (ESI-
MS), Q-Trap da Applied Biosystems.

Para as analises por Cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massas
(LC-MS) foi utilizado o sistema HPLC Agillent série 1100 com coluna pBondapak C-18
analitica (Waters, 3,9x300mm, 10um), acoplado a um espectrometro de massas API 5000 da

Applied Biosystems com triplo quadrupolo com ionizagéo por eletrospray em modo negativo.
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4.2. Métodos

4.2.1. Coletas de propolis

As coletas das amostras de prdpolis produzidas por Apis mellifera foram realizadas
em trés etapas:
1° coleta em 25/11/2008, amostras de propolis cedidas pelo apicultor Irineu Zvir para

estudo da extracdo com diferentes solventes (Figura7);

Figura 7: Local de coleta em 25/11/2008 e etapas de coleta.

2° coleta em 07/04/2009, amostras de seis apicultores de regides distintas de
Prudentdpolis, representadas na Figura 8. Essa coleta forneceu a prépolis de maior estagio de
maturagdo (propolis V), considerada assim, pois haviam transcorridos 180 dias ou mais desde

a ultima coleta de propolis realizada por cada apicultor.
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Figura 8: Locais da segunda e terceira coleta de propolis em 07/04/2009 e 19/05/2009.

Durante a segunda coleta foram inseridos os extratores nas colméias de cada

apicultor para coleta de propolis “nova”, ou seja, com menos tempo de maturagdo (N) (Figura
9)

19/05/2009 11:05 21/05/2009 09:17

(A) (B)
Figura 9: Coletores de prdpolis (A) na colméia para a coleta da propolis nova e (B)

apos 40 dias contendo a prépolis nova.
3° coleta em 19/05/2009 foram obtidas amostras dos seis extratores contendo a

propolis produzida pelas abelhas da regido de Prudentopolis em, no maximo, 40 dias de

maturacgdo (propolis N). Na figura 10 sdo assinalados os pontos de coleta de propolis.
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Figura 10: Mapa da regido de Prudent6polis onde sdo assinalados os pontos de

coleta de prépolis. (Google maps)

4.2.1.1. Preparo dos extratos de prépolis.

As amostras de prépolis foram conservadas em freezer até o momento de sua

extracao.

A propolis resultante da 1° coleta foi utilizada no estudo dos extratos de propolis obtidos

com diferentes solventes. Para tal, amostras de 30 g de propolis triturada foram extraidas com

150 mL de solucdes etandlicas (30%, 70%, 95%), solvente oleoso (6leo de canola e Oleo de

soja) e aquoso. Cada extracdo foi de 100 horas com agitacdo de 150 rpm em Incubadora TE-

420, a temperatura ambiente. Apos esse periodo filtrou-se as solugdes e o filtrado foi deixado

em repouso durante uma noite no freezer para precipitacdo e separacdo das ceras. Somente
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para os extratos oleosos foi realizada uma particdo com metanol/agua 8:2. Para estes extratos,
a fase metandlica foi também deixada em repouso durante uma noite no freezer para

precipitacao e separacdo das ceras. O filtrado livre de ceras foi seco e pesado (Fluxogramal).

*Proporgoes etandlicas
utilizadas: 30, 70 e 95%.
Oleos de canola e soja.
Aquoso

Fluxograma 1. Preparo dos extratos de propolis com diferentes solventes

As amostras de prépolis resultantes da 2° e 3° coletas foram extraidas para realizar o
estudo dos extratos de propolis obtida de diferentes apicultores e com diferentes tempos de
maturacdo. Somente 5 g de propolis triturada foram utilizados, devido a limitagdo em massa
de prépolis produzida pelas abelhas em 40 dias, como solvente foi utilizado 50 mL de solucéo
etandlica 70%. Cada extracdo foi realizada por 100 horas com agitacdo de 150 rpm em
Incubadora TE-420, a temperatura ambiente. Apds esse periodo filtrou-se e o filtrado foi
deixado em repouso durante uma noite no freezer para precipitacdo e separacdo das ceras. O
filtrado livre de ceras foi seco e pesado (Fluxograma 2).
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Fluxograma 2. Preparo dos extratos de propolis obtida de diferentes apicultores e tempos de

maturacao.

4.2.2. Determinacéo do teor de fenolicos totais nos extratos de propolis

Para determinacdo do teor de fendlicos totais foi primeiramente construida uma curva
de calibracdo usando-se solucGes metanolicas padrdo de &cido galico em concentracdes entre
10 a 280 pg/mL. Em baldo volumétrico de 5 mL misturou-se 500 pL de uma solugdo tampéo
de carbonato/tartarato(20 g Na,COg, 1,2 g Tartarato de Sodio Potassio em 100 mL de agua)
300 pL de cada solucdo padrdo contendo, 500 pL do reagente Folin-Ciocalteau, nesta ordem
para evitar precipitados e o volume do baldo foi ajustado com agua destilada. Ap6s 30 mim
foi medida a absorbancia a 760 nm. A curva de calibracdo foi ajustada pelo Método dos
Minimos Quadrados. Para cada extrato de propolis seco preparou-se uma solugdo 1000
pg/mL em metanol. Apos diluicdo em metanol realizou-se 0 mesmo procedimento descrito
para as solucbes padrdo para determinacdo espectrofotométrica de fendlicos totais

(Fluxograma 3).
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Fluxograma 3. Procedimento de determinacao espectrofotométrica de fenolicos totais

dos extratos.

4.2.3. Determinacao do teor de flavonoides nos extratos de prépolis

Para determinacéo do teor de flavonoides foi primeiramente construida uma curva de
calibracdo usando-se solucdes metandlicas padrdo de quercetina em concentracdes entre
1 a 50 pg/mL. Em baldo volumétrico de 5 mL misturou-se 500 uL de cada solucdo padréo
com 250 pL de uma solucao cloreto de aluminio 5% m/v em metanol e o volume do bal&o foi
completado com metanol. Apds 30 mim foi medida a absorbancia a 425 nm. A curva de
calibracdo foi ajustada pelo Método dos Minimos Quadrados. Para cada extrato de préopolis
seco preparou-se uma solucdo 1000 pg/mL em metanol absoluto. Apdés diluicdo em metanol
realizou-se 0 mesmo procedimento descrito para as solugdes padrdo para determinacéo

espectrofotométrica de flavondides (Fluxograma 4).

Fluxograma 4. Procedimento de determinacgdo espectrofotométrica de flavondides em
extratos de propolis.
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4.2.4. Determinacao de alguns parametros de validacao do método de quantificacdo de
fendlicos totais e flavondides.

Os parametros a seguir descritos foram avaliados tanto na quantificacdo de fenolicos

totais como de flavonoides:

Precisdo no nivel repetitividade

A repetitividade, que representa a concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo metodo, foi obtida realizando nove medidas do branco em trés
concentracdes diferentes em triplicata e foi calculado o desvio padrdo. As medidas foram
efetuadas sob as mesmas condicdes de medicdo, chamadas condicGes de repetitividade:
mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as mesmas condic¢oes;
mesmo local; repeticdes em um curto intervalo de tempo, no mesmo dia (intradias), e em

intervalos de tempo maior (interdias).

Exatidao (Ensaios de recuperacao)

A recuperacdo é definida como a propor¢do da quantidade da substéncia de interesse,
presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser
quantificada. A fortificacdo das amostras de extratos de propolis foi realizada em trés niveis
de concentracdo da substancia padrdo (acido galico para os acidos fendlicos totais e
quercetina para os flavondides) sobre um extrato de propolis (3N), para que se tenha a
presenca da matriz, o qual previamente foi quantificado. Foi avaliada a porcentagem de
recuperacdo da substancia padrdo sobre a matriz.

Linearidade

Para verificar a linearidade foram construidas curvas de calibracdo com seis pontos de
concentracdes diferentes da substancia padréo (acido galico para os acidos fendlicos totais e
guercetina para os flavonodides), cada ponto em triplicata. Foi determinado o coeficiente de

correlagdo.

Sensibilidade

Sob ponto de vista pratico a sensibilidade foi determinada pelo valor do coeficiente
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angular do grafico analitico que deve ser diferente de zero. Em métodos sensiveis, uma
pequena alteracdo na concentracdo gera uma grande variacdo no valor do sinal analitico

medido.

Limite de deteccéo e quantificacéo
Para obter o LD foi utilizado o método baseado em parametros da curva analitica que

pode Ser expresso como.

LD=33x_S
S

onde s é a estimativa do desvio padrdo da resposta e foi avaliado através do desvio padrao de
nove medidas do branco, ou seja todos reagentes menos aliquota da solucdo do extrato. S é a
inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica. A determinagdo de <L.D foi realizada
dessa maneira tanto para fendlicos como para flavonoides.

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do extrato de prépolis
que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental. Os mesmos

critérios de LD foram adotados para o LQ:

LQ=10x_S
S

4.2.5. Determinacdo da capacidade antirradicalar de extratos de prépolis.

4251 Determinagdo da capacidade antirradicalar utilizando-se o0 ensaio

quimiluminescente com luminol em meio micelar.
Solucoes utilizadas

A solucéo estoque de luminol (1,0 10 mol/L) foi preparada dissolvendo-se 45 mg de
luminol em 25 mL de solugdo de NaOH(aq) 1,0 mol/L, e sua concentragéo exata determinada

espectrofotometricamente em A 347 nm (¢ = 7,60 103 L/mol cm).

A solucdo de hemina (8,0 10 mol/L) foi preparada dissolvendo-se 2,5 mg de hemina
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em 5 mL de NaOH(aq) 1,0 mol/L. Essa solucéo foi guardada sob abrigo da luz e utilizada por
no maximo cinco dias.
A solucdo estoque de perdxido de hidrogénio (cerca de 1,0 mol/L) foi preparada a
partir de uma solucéo 60% (21,2 mol/L), diluindo-se 1 mL dessa solu¢do em 20 mL de agua.
As solucdes de trolox (utilizado como antioxidante padréo), e de extratos de propolis
foram preparadas em etanol. Essas solugdes foram preparadas no mesmo dia em que foram

utilizadas e conservadas a 0°C sob abrigo da luz.

Procedimento das medidas cinéticas.

Em uma cubeta de quartzo com 10 mm de caminho 0tico e termostatizada a 25,0 °C
foram adicionados, sob agitacdo magnética, 1940 pL de solugdo de tensoativo, 20 puL de
solu¢do de luminol e 20 pL de solucdo de hemina. A reag¢do foi iniciada com 20 pL da

solucdo de perdxido de hidrogénio.

Procedimento do ensaio em CTAB (Brometo de Cetiltrimetilaménio)

Os ensaios para determinacdo da capacidade antirradicalar foram executados
diretamente em uma cubeta contendo 1920 pL de solugdo de concentragio 1,0.10°mol/L de
surfactante. Nesta solucdo foram adicionados 20 pL de luminol 1,0.102 mol/L e 20 pL de
hemina 8,0.10° mol/L. Apo6s termostatizacdo, a reagdo foi iniciada pela adi¢do de 20 uL de
peréxido de hidrogénio 1,0.10 mol/L. A solucéo de peréxido foi injetada aproximadamente
100 s apds o comeco da aquisicdo de dados, A solucdo de antioxidante teste, neste caso,
extratos de propolis (20 uL) foi injetada em t = 500 s e a emissao monitorada por até 40

minutos.

Quantificacdo da capacidade antirradicalar

Quando os extratos de prépolis com capacidade antirradicalar foram adicionados ao
sistema luminol/hemina/H,O,/tensoativo, observou-se uma supressao na emissao de luz. Essa
supressdo gerou uma area suprimida diferente para cada um dos extratos testados que foi
integrada e expressa em unidades arbitrarias. A area suprimida é proporcional a capacidade
antirradicalar das substancias testadas.

Esta area suprimida também é proporcional a concentracdo do antioxidante e deve

apresentar correlacdo linear com a concentracdo do antioxidante utilizado. Como os extratos
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de propolis sdo misturas de compostos a resposta que se obtém é denominada TRAP e foi
obtido somente para 0 EEP95 em relagéo ao padréo trolox. Para os demais extratos o TRAP

foi estimado.

4.2.5.2. Determinacéo da capacidade antirradicalar utilizando-se o ensaio com DPPHe

Solucbes utilizadas

Uma solucdo estoque de DPPH- (1,6 10° mol/L) foi preparada em etanol e filtrada
com filtro Milli Q. A solucdo de trabalho (8,0 10™ mol/L) foi preparada por diluicdo direta na
cubeta. O volume das solugBes dos antioxidantes foi 100 pL e estas foram preparadas em

etanol no dia do experimento e mantidas a 0 °C sob abrigo da luz.

Procedimento do ensaio

Numa cubeta contendo 2900 pL de DPPHe em etanol foram adicionados 100uL de
solucdo de extratos de prépolis. O decréscimo na absorbancia foi acompanhado monitorando-
se a absorbancia em 515 nm até esta ficar constante (absorbancia final, As), usualmente por 30
minutos. A concentragdo exata de DPPHe. foi determinada adicionando-se nessa cubeta, em
vez de extrato de prépolis, 100 pL de etanol e medindo a absorbancia em 515 nm
(absorbancia inicial A;).

Quantificacdo da capacidade antirradicalar

Elaborou-se curva analitica para cada extrato de propolis tendo AAbs (Abs; - Absf) em
funcéo da concentracdo de extrato, pois quanto maior a concentracdo e/ou mais ativo o extrato
de propolis, maior serd a inibicdo da banda de absor¢do do DPPH+s em 515 nm e portanto,
maior AAbs. A atividade antirradicalar atraves deste ensaio foi reportada como ECsy que
corresponde a concentracdo necessaria da amostra para inibir 50% da absor¢éo inicial do

radical DPPH. ECs, foi determinado para todos os extratos de propolis.

4.2.6. Determinacdo de ions metélicos em extratos de propolis por espectroscopia de

absorcéo atbmica.

Foram quantificados os metais Ca, Mn, Al, Fe, Zn, Cu, Cd, Cr e Pb nos extratos de
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propolis através da espectroscopia de absorcdo atdbmica, modo chama (FAAS). As amostras
de extrato seco (massas: £ 0,025 g) foram dissolvidas em metanol e transferidas para baléo
volumétrico de 25 mL e o volume ajustado com metanol. Utilizou-se Espectrometro Varian
AA-220 equipado com lampada de deutério e corretor de fundo. Operou-se com chama
ar/acetileno para os metais Mn, Fe, Zn, Cu, Cd, Cr, Pb e com acetileno/dxido nitroso para Ca
e Al. A determinacéo foi realizada no modo absorcéo para todos os metais. Para cada espécie
analisada, construiram-se curvas de calibracdo conforme faixa de linearidade de cada metal.

Os parametros utilizados para cada metal sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros utilizados para a quantificacdo de ions metalicos por FAAS.

Parametros utilizados

Elemento Comprimento Fenda (mm) Corrente i
onda A (nm) (Ampére, A)
Ca 422,7 0,5 10
Mn 285,2 0,5 4
Al 396,1 0,5 10
Fe 248,3 0,2 5
Zn 2139 1,0 5
Cu 324,7 0,5 4
Cd 228,8 0,5 4
Cr 357,9 0,2 7
Pb 2170 1,0 5

4.2.7. Analise dos extratos de propolis por HPLC acoplada a detector UV com
arranjo de diodos

As andlises dos perfis cromatograficos de extratos de prépolis foram realizadas por
HPLC com deteccdo a 292nm. Utilizou-se coluna uBondapak C-18 (Waters 3,9x300mm,
10pm) mantida a uma temperatura de 30°C +1°C. A fase movel foi acetonitrila (solvente A) e
agua/acido formico 0,5% (solvente B). A eluicdo procedeu com gradiente linear de 30% a
100% de A, em 30 minutos, com fluxo de Iml/min. As amostras foram injetadas usando um
loop de 5uL.
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4.2.8. Andlise dos extratos de propolis por espectrometria de massas

4.2.8.1. ESI(-) - MS

Uma aliquota de cada extrato foi analisada por inser¢do direta no espectrémetro de
massas Q-Trap. A ionizacdo das moléculas realizou-se por eletrospray em modo negativo
ESI(-). A voltagem do capilar foi ajustada em -3000V e a do cone em 50V. A temperatura de
dessolvatacéo foi ajustada em 100°C.

42.82.LC-MS

Com o objetivo de identificar os ions visualizados no fingerprint realizaram-se
andlises por LC-MS. Utilizou-se o sistema HPLC Agillent com coluna pBondapak C18
analitica (Waters, 3,9x300mm, 10um) e como detector o espectrometro de massas API-5000
triplo quadrupolo com ionizagédo por eletrospray em modo negativo. Com gradiente e fluxo de
1 mL por minuto, iniciando com 40% metanol e 60% &gua acidificada com 0,1% &cido
férmico; em 25 minutos. Apds 25 minutos mudou-se para 100% de metanol até 30 minutos,
voltando para a condigdo inicial até 35 minutos e estabilizando por 5 minutos antes da
préxima corrida. A voltagem do capilar foi ajustada em -4000V e a do cone em 70V. A
temperatura de dessolvatacdo foi ajustada em 150°C e como gas de colisdo foi utilizado o

nitrogénio.

4.2.9. Analise dos componentes principais (PCA)

Para melhor interpretar os parametros analisados (variaveis) e correlaciona-los no
estudo do perfil da propolis de Prudentdpolis foi utilizada a ferramenta estatistica PCA que
possibilitou reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original, preservando a maior
quantidade de informagdo (varidncia) possivel. Essa reducdo € obtida por meio do
estabelecimento de novas variaveis ortogonais entre si, denominadas componentes principais
(PCs), organizadas em ordem decrescente de importancia. Os graficos obtidos representam as

amostras em um sistema cartesiano onde os eixos sdo as PCs. A anélise dos componentes
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principais foi aplicada aos dados experimentais ap0s auto-escalonamento para assegurar que
todas as analises tivessem igual importancia para auxiliar na discriminagéo das amostras.®’

O estudo quimiométrico foi dividido em varias etapas pois a PCA é uma técnica nao
supervisionada, ou seja, para cada conjunto de dados e amostras, a PCA deve ser aplicada
novamente, pois ela ndo permite prever a posi¢cdo de novos grupos de amostras a partir de
uma PCA aplicada sobre outros grupos, mas permite avaliar o impacto das variaveis entre si
e a formacéo de grupos de amostras sobre um mesmo conjunto de dados.®’ Foi utilizado como
ferramenta para tratamento dos dados o software STATISTICA 7 e ou MATLAB 6.5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo quimico de extratos de propolis obtidos com diferentes solventes

5.1.1. Teores de fenolicos totais e flavonoides determinados por espectrofotometria no
visivel

Com os valores de absorbéncia obtidos para as solugdes padrfes de &cido galico em
metanol foi construida uma curva de calibracdo para determinacdo de fenodlicos totais em

extratos de propolis (Figura 11).

0:8 ] / Equacdo da reta (Fendlicos totais)
< o] e Y=(-0,20804+0,02966) + (0,0059::0,00016)X
] y Coeficiente de regresséo linear 0,99803
% e

[1 ng/mL Acido Galico

Figura 11. Curva de calibracdo para determinacao dos teores de fendlicos totais em
extratos de propolis.
Da mesma forma com os valores de absorbancia obtidos para as solugdes padrdes da
quercetina em metanol foi construida uma curva de calibracdo para determinagdo de

flavonoides em extratos de propolis (Figura 12).

0,25

0,20 -

] Equac&o da reta (Flavondides)
£ o010+ Y=(-0,00264+0,00127)+(0,00722+0,00005) X
0.05 - Coeficiente de regresséo linear 0,99976

[1 mg/mL Quercetina

Figura 12. Curva de calibracdo para determinacao dos teores de flavonoides em extratos
de propolis.

A partir dos valores de absorbancia obtidos para os extratos de prépolis foram

encontradas as concentracdes de fenolicos e flavondides utilizando-se das curvas de

36



calibracéo respectivas.
Os teores de fendlicos e flavonoides totais encontram-se sumarizados na Tabela 3 e
representam valores médios com seus respectivos intervalos de confianca (95%) expressos em

miligramas de fenolicos ou flavondides totais por grama de extrato seco da propolis.

Tabela 3 — Rendimentos e teores médios de fendlicos e flavonoides obtidos para os extratos

de prépolis
Extratos Massa de Massa Rendimento (mg) de Fendlicos (mg) de
com diferentes prépolis(g) Extrato da extragdo por (g) extrato Flavondides por
solventes Seco (proépolis seco (g) extrato seco
(g) extrato/ seco)
%
EOPS 30,09 1,68 5,58 114,64 £0,27 5,85+ 0,39
EOPC 30,07 0,82 2,72 139,28 £1,33 7,73 £0,48
EAQP 30,04 3,31 11,03 133,41 +1,27 3,26 £+ 0,24
EEP30 30,01 5,70 18,97 225,94 +3,73 7,81 £0,56
EEP70 30,08 18,61 62,00 146,88 £2,07 10,92 £0,71
EEP95 30,01 20,92 69,72 134,06 3,14 10,20 £0,27

Limite de confiangca 95%, Triplicata ( n-1) = 2 graus de liberdade.

Quando comparados entre si 0s extratos de prdpolis obtidos com diferentes solucdes
extratoras verifica-se que os teores de fendlicos totais determinados em relacdo ao extrato
seco da prdpolis foram maiores para 0 EEP30 e menores para os extratos oleosos e EAQP. Os
extratos mais ricos em flavonoides foram os EEP70 e EEP95. A porcentagem de flavonoides
encontrada foi menor para o extrato aquoso EAQP.

O rendimento da extracdo total foi maior quando utilizadas solucdes hidroalcodlicas
70 a 95% para a extracdo da prépolis. O rendimento em porcentagem na extracdo oleosa é

consideravelmente menor do que na extragdo hidroalcodlica (Figura 13).

250 9 I Fendlicos

[ Rendimento da extragédo %
B Flavonodides

200 —+ Limite de confianca 95%b

150 —

i

EOPS EOPC EAQP EEP30 EEP70 EP95

(mg) Composto Organico / (g) extrato seco

Diferentes Solventes

Figura 13: Comparacdo dos teores de fenolicos, flavonoides e rendimento da extragéo.
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Os teores encontrados tanto para fendlicos quanto para flavondides totais estdo de acordo
com valores reportados por outros pesquisadores para amostras de propolis de diversas
regides do Brasil, apesar de serem variadas as condi¢cdes de extracdo entre os diferentes

pesquisadores. ®*’

5.1.1.1. Validagdo do método de quantificacdo de fendlicos totais.

Para dar maior confianca nos resultados obtidos na quantificagdo dos compostos
fendlicos totais e flavondides nos extratos de propolis foram avaliados os seguintes
parametros:

A sensibilidade de calibracdo que trata de uma medida da resposta analitica para
concentragfes proximas do analito, portanto, da habilidade do método em discriminar entre
concentragcfes proximas, foi avaliada através do coeficiente angular da curva analitica e deve
ser diferente de zero. Quanto maior o angulo de inclinacdo da curva melhor € a sensibilidade.
O valor encontrado para o coeficiente angular na curva analitica do Acido galico (figura 11)
foi 0,0059 +0,00016. O valor encontrado para o coeficiente angular na curva analitica de
quercetina (figura 12) foi 0,00722+0,00005. Assim, a sensibilidade de calibracdo para
determinacéo de fenolicos totais e flavondides foram proximas.

As linearidades obtidas nos intervalos de aplicaces de 80 a 360 pg/mL, com
coeficiente de correlagéo igual a 0,998 + 1,49.10° e de 1 a 50 pg/mL, com coeficiente de
correlagdo igual a 0,999 + 5,77.10° para os padrdes de &cido galico e quercetina
respectivamente, foram superior ao recomendado para validacdo de métodos pela ANVISA
gue recomenda um coeficiente de correlacédo igual a 0,99.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados para os teores
de fenolicos totais pelos parametros da curva (coeficiente angular), e com nove medidas do
branco (0,09 £0,003), sendo que os valores foram de 2,43 e 7,38 pg/mL para o limite de
deteccdo e quantificacdo dos compostos fenolicos totais, respectivamente. Também foram
determinados os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para os teores de
flavonoides pelos parametros da curva (coeficiente angular), e com nove medidas do branco
(0,0997 +0,0013), sendo que os valores foram de 0,5518 e 1,8396 pg/mL para o limite de

deteccdo e quantificacdo dos flavondides totais, respectivamente. Os valores obtidos para
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fendlicos totais e flavonoides nas solugdes dos extratos de propolis ficaram acima dos limites
de deteccdo e quantificacdo calculados.

A precisdo do método analitico foi avaliada através do desvio da concentracao
encontrada tanto para o acido galico quanto para quercetina no extrato EEP70 “3 Novo” em
concentragOes adicionadas em dias diferentes. Os valores de desvio sdo apresentados na
Tabela 4 os quais foram menores do que 5%, apresentando niveis aceitaveis de preciséo.

A exatiddo do meétodo foi avaliada através da dopagem do EEP70 “3 Novo” com
aliquotas de &cido galico e quercetina em trés niveis de concentracdo, calculando sua
recuperacdo. Os resultados obtidos estdo presentes na Tabela 4, onde R é a porcentagem de
recuperacdo e CV o coeficiente de variancia.

Tabela 4 — Avaliacdo do método de quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides

— Recuperacéo do acido galico e da quercetina.

Recuperagdo Acido Galico

Concentragao adicionada Média concentragdo recuperada Desvio Recuperagao Coeficiente
3N= 261?32127:1 10,44 Valores f':a:s)(ug/ mL) (kg/mL) (%) CRVEREED
(%)
40 pg/mL + 3N 327,79 7,98 105,84 2,43
80 pg/mL +3N 353,89 3,19 102,42 0,90
120 pg/mL +3N 382,37 1,39 101,20 0,36
Recuperagao Quercetina
Concentragao adicionada Média concentragdo recuperada Desvio Recuperagao Coeficiente
3N= 2:?0:::/5:::1“0,32 Valores f‘:ai)(ug/ml) (kg/mL) (%) CERALTIET )
(%)
10ug/mL + 3N 34,35 0,45 98,06 1,31
15 pg/mL +3N 42,10 0,32 105,17 0,76
20 pg/mL +3N 46,31 0,43 102,84 0,92

3N é um extrato de propolis escolhido aleatoriamente para testar a recuperagdo do método

Para farmacos e produtos naturais a ANVISA recomenda que os valores de

recuperacdo estejam entre 70 e 120%. A ANVISA recomenda também que os valores de CV
para farmacos n&o ultrapassem 5%." Dessa maneira, o método analitico empregado
apresentou niveis aceitaveis de exatiddo e precisdo para quantificacdes intra e interdias. A
Tabela 5 apresenta os parametros da curva analitica do acido galico e da quercetina, utilizado

no ensaio de recuperacéo e para o calculo do LD e LQ.
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Tabela 5 Pardmetros das curvas analiticas do acido galico e quercetina.

Acido Galico

Equagoes das curvas Y =-0,3830 (+0,0634) + 0,0042 (+0,0002) x X R’ =0,9924
e

- Y =-0,3628 (+0,0477) + 0,0042 (+0,0002) x X R? =0,9952
Coeficientes de

correlagGes Y =-0,3690 (+0,0504) + 0,0042 (+0,0002) x X R?=0,9947
Sensibilidade 4,23.10° +2,08.10”

Intervalo de 80-320

Aplicagdo(pug/mL)
LD (ug/mL) 2,43
LQ (ug/mL) 7,38
Quercetina
Equagoes das curvas Y =-0,0011 (+0,0001) + 0,0070 (+0,0001) x X R’ =0,9998

e

2
=- + 7) + 71 (+ = A

correlagdes Y = -0,0005 (+0,0016) + 0,0071 (+0,0001) xX R®=0,9997
Sensibilidade 7,0667.10" + 5,7730.10"
Intervalo de 1-50
Aplicagcdo(ug/mL)
LD (pg/mL) 0,5518
LQ (pg/mL) 1,8396

A partir da avaliacdo realizada do método de quantificacdo por UV-Vis conclui-se que
os teores de fendlicos totais e flavonodides encontrados nos extratos de propolis sdo confiaveis,
pois 0 método mostrou-se preciso e exato e todos os parametros analisados estiveram dentro

dos valores recomendados pela ANVISA e USP (United States Pharmacopy)

5.1.2. Atividade antirradicalar de extratos de propolis obtidos com diferentes

solventes.

5.1.2.1. Determinacdo da capacidade antirradicalar utilizando o ensaio de

quimiluminescéncia do Luminol em meio micelar.

A reacdo do luminol com peréxido de hidrogénio e hemina foi realizada em meio
micelar de CTAB. O meio micelar é necessario devido & baixa solubilidade de extratos
hidroalcodlicos e oleosos de prépolis em meio aquoso. Reagdes em meio micelar obtém maior
sensibilidade e/ou seletividade, menor limites de detec¢édo e solucdo de problemas como os
relacionados & solubilidade das espécie.>*?

A cinética de emissdo dessa reacdo foi acompanhada para verificar o tempo de
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duragéo da emissdo da luz e a viabilidade de realizacdo do experimento para determinagéo da
capacidade antirradicalar. O estudo cinético foi realizado (Figural4) com todos os reagentes
com excecdo do extrato de propolis, que atua como antirradicalar, inibindo a emissdo de luz

fria.

Reacao sem extrato
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Figura 14: Cinética de emissdo do sistema luminol/hemina/H,0,/CTAB, em tampé&o fosfato
pH 11,6.

Foram testadas trés concentracBes de extratos para determinar a concentracdo
adequada a ser utilizada no ensaio, como mostra a Figura 15. A solucdo estoque do extrato
EOPS na concentracdo 5,8.10° g/mL foi diluida 5, 50 e 200 vezes e a cinética da reacio
observada para cada concentracgdo teste. Quando a solucao foi diluida 200 vezes se observou a
volta da emissdo da luz em uma velocidade adequada para o ensaio, sendo a concentracdo

6tima 5,8.10° g de extrato/mL. Essa concentracdo inibiu a emissdo de luz durante + 10

minutos.
soja5xC
1200 s0ja50xC
s0ja200xC

1000 wa

© 800 ;
S — 1
~ .-: vi
% 600 - =]

o e

p=] = |
g 400 M’w _‘_': -5
b= i
= M E -2 o
200 - / = ]

\ -— g
N i o

o4 o v WA A i

T T T T 1 1

0 500 1000 1500 2000 e

w2 T
t(Seg) reed 1456 {1
E(=g}

Figura 15: (A) Inibic&o da emisséo devido a diferentes concentragdes de EOPS e (B)

representacdo da area integrada.
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O ensaio entdo foi realizado com todos os extratos de propolis na concentragdo
estipulada. A capacidade antirradicalar de cada extrato foi avaliada atraves da area suprimida
nos graficos da Figura 16. O grafico 16A mostra o resultado de ensaios independentes,
enquanto que, o 16B de ensaios consecutivos. Na Tabela 6 sdo apresentadas as areas
suprimidas por cada extrato. Estas foram determinadas por integracdo utilizando como
ferramenta software Origin 6.0.
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Figura 16: Areas suprimidas devido & atividade antirradicalar dos extratos de propolis: (A)

Ensaios independentes e (B) Ensaios consecutivos.

Tabela 6: Valor arbitrario da integracdo das areas suprimidas devido a atividade

antirradicalar dos extratos de propolis.

Extrato Area suprimida
(unidade arbitraria)
EOPS 90947,40
EOPC 114324,32
EAQP 40862,13
EEP30 248412,85
EEP70 180824,10
EEP95 162450,95

Quanto maior a atividade antirradicalar do extrato maior € a area suprimida no ensaio do
luminol, devido a cinética de retorno de emissdo da luz ser mais lenta para extratos mais
ativos. A maior area suprimida ocorreu utilizando o extrato etanélico EEP30. Entre os

extratos oleosos a area suprimida foi proxima e a menor area suprimida foi causada pelo
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extrato aquoso.

O trolox com massa molar 250,29 g/mol, foi escolhido como antioxidante de
referéncia. Adicionou-se uma amostra de trolox apds 500 s do inicio da reacdo (a reacao foi
iniciada apds 100 s da aquisi¢do de dados, com a adi¢do de H,0,). Observa-se na Figura 17
que rapidamente a luz é suprimida, e retorna apds um tempo que depende da concentracdo de
trolox adicionado.

== S

Areafu.al)

tem po [ min)

Figura 17: Supressoes da luz pelas variadas concentracdo do padréo antirradicalar

trolox.

As éreas de supressdo foram relacionadas com a concentragdo do antioxidante trolox,
obtendo-se uma relacdo linear. Por outro lado, a adi¢cdo de varias concentracdes de EEP95
ao sistema provocou supressdo total da emissdo, mas o posterior aumento da intensidade
ocorreu com velocidade menor que a observada com trolox. Da mesma maneira que para o
trolox, foi construida uma curva analitica de &rea suprimida pelo EEP95 em funcdo de sua
concentracdo, obtendo-se uma relacdo linear (Figural8). O TRAP foi determinado para
EEP95. Para os demais extratos de propolis o TRAP foi estimado assumindo-se uma
correlacdo linear entre a area suprimida e a concentragdo do extrato (Tabela 7).

Tabela 7: TRAPs estimados para os extratos de propolis.

Determinacac da capacidade anti-radicalar para o extrato 35% utilzando o
enzaio guimilumines cente em meio micelar de CTAB

= Extrato 95% Extrato TRAP (mg/L)
140 m  Trolox
Padrao Trolox 0,25
120
& 100 - EOPS 1,32
g B0 o EOPC 1,05
%] T EAQP 2,94
ap ] : -
N TRAP = 0,74 mg/L EEP30 0,48
. o e . . EEP70 0,66
0,0 0,2 0,4 0.6 0.8 1,0 12
[Antioxidante] (mg/L) EEP95 0,74

Figura 18: Determinacgdo do TRAP para EEP95 no ensaio antirradicalar com luminol.
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O TRAP em termos praticos trata da concentragdo necessaria dos extratos para gerar
uma area de inibicdo da emissdo da luz da mesma grandeza em unidades arbitrarias que o
padrdo trolox, portanto, quanto menor a concentracdo utilizada maior é a atividade
antirradicalar do extrato. O EEP30 tem a maior atividade e 0 EAQP a menor pois, utilizou
uma concentragao cerca seis vezes maior (2,94 mg/L) para suprimir a mesma area que 0

extrato mais ativo EEP30 que utilizou 0,48 mg/L .

5.1.2.2 Determinacéo da capacidade antirradicalar utilizando o ensaio com DPPHe.

Um ensaio de determinacdo da capacidade antirradicalar bastante utilizado é o que se
baseia na reacdo do radical estavel DPPHe. Em sua forma radical, DPPH+ tem uma banda de
absorcdo em 515 nm que desaparece sob reducdo por um antioxidante ou uma espécie
radicalar.

A seguir sdo mostrados os resultados obtidos com esse ensaio, a fim de comparar
com os resultados obtidos com o ensaio quimiluminescente para os extratos de propolis. Na
Figura 19 é mostrada a cinética da reacdo do extrato de prépolis com o radical DPPHe, com
diferentes concentragdes iniciais do EEP30.
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Figura 19: Variacdo da banda de absor¢do do DPPH-« pela adi¢do de diferentes
concentragdes do extrato de propolis EEP30.
Foi realizado este mesmo estudo para os demais extratos hidroalcoolicos, oleosos e
aquosos da propolis. No ensaio do DPPHe é assumido que se o antirradicalar testado for o
reagente limitante, uma solugdo de DPPH+ com absorbancia inicial igual a A; vai apresentar,

apos a reacgdo e consumo do reagente limitante, uma absorbéncia final As. Essa absorbéancia



final depende da concentracdo do composto antirradical e da sua capacidade antirradicalar.

Na Tabela 8 as variagOes das absorbancias séo descritas em porcentagem de inibi¢ao

da banda do radical DPPHe para todos os extratos de propolis estudados.

Tabela 8: Porcentagem de inibicdo da banda do radical DPPH para os extratos de propolis em
diferentes concentragdes.

Extratos 25 mg/L 50 mg/L 75 mg/L 100 mg/L 125 mg/L
EOPS 25,159% 38,153% 49,138% 60,241% 68,864%
EOPC 31,420% 47,602% 61,422% 72,761% 82,211%
EAQP 20,789 % 35,790% 46,420% 55,516% 61,422%
EEP30 51,973% 77,959% 92,133% 92,143% 90,952%
EEP70 31,065% 49,138% 63,785% 76,305% 83,865%
EEP95 33,782% 51,500% 65,674% 76,305% 84,573%

Para cada extrato e com os dados da Tabela 8 foi construida uma curva analitica de

porcentagem de inibicdo versus concentracdo do extrato obtendo-se assim o ECsy que

representa a concentracdo de cada extrato que provocou uma reducdo de 50% na absorbancia

inicial do DPPH no comprimento de onda fixado 515nm (Tabela 9).

Tabela 9: ECs para os extratos de propolis no ensaio do DPPHe

Extratos ECso (mg/ L)
EOPS 76,413
EOPC 58,013
EAQP 87,829
EEP30 29,005
EEP70 52,833
EEP95 50,371

Levando em consideracdo que quanto menor o ECsy, ou seja, quanto menor a

concentracdo do extrato necessario para inibir 50% da absorbéancia inicial do radical DPPHs,

maior ¢ o potencial antirradicalar, novamente o EEP30 apresentou um ECsy menor, e,

portanto maior atividade antirradicalar. O extrato aquoso apresentou o maior valor de ECsy €,

portanto é necessaria uma maior concentracdo para provocar a mesma inibi¢do da banda de



absorcdo do DPPHe que a causada pelos demais extratos.

Os valores de capacidade antirradicalar encontrados com o ensaio do luminol foram
comparados com a capacidade antirradicalar determinada pelo ensaio com DPPHs,
amplamente utilizado. Os dois métodos geraram as mesmas conclusdes destacando o EEP30
como o0 mais ativo dentre os extratos estudados. Os outros extratos hidroalcoolicos
apresentaram atividade superior aos oleosos e o0 extrato EAQP foi 0 que apresentou a menor

das atividades.

5.1.3. Teores de fons metalicos determinados por espectroscopia de absor¢do atdmica

Os resultados obtidos na determinacgdo de ions metalicos por FAAS estdo descritos na
Tabela 10. A sensibilidade do equipamento possibilita determinar a concentracao de alguns
ions metéalicos. Portanto deve-se avaliar o limite de deteccao e quantificacdo do equipamento,

frente aos ions metalicos determinados.

Tabela 10: Resultados obtidos para determinacéo de ions metalicos por espectroscopia de
absorcéo atbmica em extratos de propolis.

Extratos Ca Al Pb Cr Fe Mn Cd Cu Zn
mg/g mg/g mg/g mg/g  mg/g mg/g mg/g  mg/g mg/g
EOPS <L.D 3,700,005 <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D
EOPC <L.D 2,70+0,004 <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D
EAQP 3,24+1,21 11,98+0,02 0,49+0,10 <L.D <L.D 0,19+0,23 <L.D <L.D 0,15+0,14
EEP30 0,7710,24 9,50+0,01 0,59+0,11 <L.D <L.D 0,04+0,05 <L.D L.Q 0,09+0,08
EEP70 0,18+0,05 2,08+0,003 <L.D <L.D <L.D 0,02+0,02 <L.D <L.D <L.D
EEP95 <L.D 3,06+0,004 <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D

Limite de confianca 95%, Triplicata ( n-1) = 2 graus de liberdade. LD: Limite de deteccédo

Em trés extratos foi detectado o macroelemento calcio, e o oligoelemento manganés,
estes niveis relatados na Tabela 10 representam uma contribuicdo ao organismo humano.
Observa-se, também, a detecgdo de aluminio, na concentracdo maxima de 11,98 mg/g , que
encontra-se abaixo dos 14 mg de aluminio que é o limite de tolerdncia no organismo humano
adulto de 70 kg. Observa-se que os extratos obtidos com maiores teores de dgua tém elevada
capacidade de extrair os ions metalicos em geral. Ndo foram detectados o cadmio, cromio,

ferro, chumbo, cobre e zinco na maioria dos extratos de prépolis investigados.
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5.1.4. Comparacdo do perfil dos extratos obtidos com diferentes solventes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector UV por arranjo de diodos.

Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando o
sistema HPLC Waters 600 com detector PDA e coluna C-18 analitica, de modo a comparar 0s
cromatogramas obtidos de todos 0s extratos. Para cada amostra obtiveram-se seus espectros
UV-Vis em Espectrofotdmetro UV Varian Cary 50Bio para selecionar 0os méximos de
absorcdo de cada fracdo e assim escolher o comprimento de onda apropriado para sua

deteccdo. Os extratos foram monitorados utilizando o comprimento de onda A 292 nm (Figura
20).
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Figura 20: Cromatograma dos extratos de propolis obtidos com diferentes solventes

Como esperado os extratos EEP30 e EAQP obtidos com maior teor de agua no
solvente extrator, s&o mais ricos em compostos de menor tg, ou seja, mais polares. Uma vez
que, o extrato EEP30 apresentou a melhor atividade antirradicalar foi deduzido que os
compostos polares da propolis possuem uma elevada contribuicdo para essa atividade. Nota-
se, por exemplo, os picos mais intensos com tg 2,5; 5 e 7 minutos no cromatograma do
extrato EEP30 na Figura 20.

Os extratos obtidos com maior teor de etanol e com Oleos vegetais sdo

qualitativamente mais complexos, contendo substancias de polaridade diversa.

5.1.5. Analise por espectrometria de massas.

Através de LC-MS algumas substancias presentes nos extratos de propolis foram
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identificadas através da razdo massa/carga de seus respectivos ions (M-H) e seu tempo de
retencdo, Figura 21. Essa identificacdo foi limitada pelos padrdes analiticos disponiveis.

JOBY ~
HO HO 0]

. - HO Q OH
ac. p-cumarico acido 3-prenil-4-hidroxicinamico
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HO o ne 7
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N
HO
HO HO
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OH Q
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acido E/Z comunico

Figura 21: Estrutura dos compostos identificados
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A Tabela 11 apresenta as intensidades dos ions identificados por LC-MS. Chama-se a

atencdo para o fato de o acido dicafeoilquinico haver sido detectado apenas nos extratos

EEP30, EEP70 e EEP95 que foram os extratos que apresentaram maior atividade

antioxidante.

Tabela 11: Principais ions em extratos de prépolis detectados por LC — MS.

Acido Acido 3 prenil- o - Acido o
Artepillin Acido ] ) ) Dihidro-
p- 4- o dicaffeoil- Betuletol Canferida .
. . o . C Comunico o canferida
Extratos cumarico hidroxicindmico quinico m/z 329 m/z 299
m/z 299 m/z 301 m/z 301
m/z 163 m/z 231 m/z 515 =198 tr=17,2
tR: 21.6 tR: 25,5 tR = 12,8
tr= 7.2 tr=16.5 tr= 8.8
EOPS 3,4E+07 2,9E+08 3,6E+08 8,0E+07 n. d 12E+08 6,7E+07 1,1 E+08
EOPC  4,9E+07 2,8E+08 2,3E+08 8,0E+07 n.d 8,1E+07 6,7E+07 8,6 E+07
EAQP  6,7E+06 1,1E+06 n. d. 1,1E+07 n.d n.d. n.d. 1,1 E+07
EEP30  1,8E+08 2,1E+08 1,7E+08 1,4E+08 1,7E+08 75E+07 9,7E+07 1,0 E+08
EEP70  5,5E+07 2,7E+08 5,1E+08 3,0E+08 59E+07 1,1E+08 9,5E+07 1,1 E+08
EEP95  2,6E+07 1,6E+08 3,1E+08 2,5E+08 2,8E+07 6,9E+07 8,3E+07 7,1E+07

As pesquisas com propolis aos poucos, identificaram novas classes de compostos nas

amostras de prépolis brasileiras. Shibuya e colaboradores usaram um extrato etandlico de

prépolis oriundo do Estado de S&o Paulo e purificaram, por cromatografia, trés compostos

com atividade antimicrobiana. Estes compostos foram identificados como sendo: acido 3,5-

diprenil-4- hidroxicindmico; acido 3-prenil-4-dihidrocinamoloxicinamico e 2,2-dimetil-6-

carboxietilenil-2H-1-benzopirano, sendo que o primeiro era responsavel por 5 % em peso da

amostra estudada.®®

Bankova tambeém estudou amostras de propolis do Brasil, originarias dos Estados de

Sao Paulo, Parand e Ceara. Os extratos alcoolicos e as fragBes volateis foram analisados por

GC/MS. As amostras brasileiras apresentaram diferengas de composicao entre si, e também
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eram diferentes das européias, encontrando-se somente tragos de flavondides e baixa
concentracdo de &cidos fendlicos, mas altas concentracGes de acido hidroxicindmico, terpenos
e compostos prenilados.*®

Tatefuji isolou e identificou seis compostos derivados do acido cafeico, obtidos a
partir do extrato aquoso de prépolis brasileira.”

Marcucci estudou duas amostras de propolis, provenientes de diferentes regides do
Estado de S&o Paulo, por GC/MS, encontrando compostos prenilados em ambas.*®

Banksota e colaboradores isolaram e identificaram 23 compostos da propolis
brasileira. Os compostos: coniferila<L.Deido, e trés flavondides — betuletol, canferida e
ermanina - tinham forte atividade citotéxica.”

Tazawa identificaram dois derivados cindmicos novos na propolis brasileira e isolaram
mais 23 compostos ja conhecidos. Em seguida 0 mesmo grupo isolou sete derivados do &cido
p-cumarico e mais 17 compostos conhecidos da propolis brasileira.”

Hayashi isolaram doze compostos conhecidos a partir de propolis brasileira e

identificaram a forte atividade antioxidante do 4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico.”

5.1.6 Andlise das componentes principais aplicada ao estudo de extratos de prépolis
obtidos com diferentes solventes

A primeira etapa da avaliacdo dos dados analiticos por meio de PCA consistiu na
montagem de uma matriz X contendo todas as informacdes relacionadas com as amostras
(dispostas em linhas) e com as variaveis (dispostas em colunas). Posteriormente, selecionou-
se 0 método mais adequado para realizar o pré-processamento dos dados originais das
analises quimicas contidos na matriz. Essa etapa de preparacao do conjunto de dados € critica
para obter sucesso no tratamento.

Os resultados da PCA sdo visualizados na forma de graficos, facilitando a
identificacdo de estruturas e agrupamentos existentes no conjunto de dados.®’

O estudo quimiométrico dos extratos de prépolis obtidos com diferentes solventes foi
dividido em partes. A primeira parte envolvendo a analise de componentes principais
incluindo as variaveis teores de fenolicos, flavonoides e atividade antirradicalar dos extratos.
Posteriormente foram incluidas na PCA os dados de area suprimida na avaliacdo da atividade

antioxidante pelo ensaio do luminol e de teores de ions metalicos nos diferentes extratos. A
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terceira parte avaliou os dados cromatogréficos dos extratos no cromatograma obtido a 292nm
num sistema HPLC-UV/PDA. A quarta parte incluiu dados de intensidades em LC-MS de
compostos identificados nos extratos, mais teores de fenolicos e flavondides, area suprimida.

Por ultimo foi realizado uma PCA considerando todos os dados experimentais obtidos.
5.1.6.1. Primeira Anélise multivariada

Como um dos objetivos deste trabalho foi verificar possiveis correlagdes entre os
teores de compostos fenolicos e atividade antirradicalar de extratos de propolis foi realizada a
analise dos componentes principais (PCA). Primeiramente foram consideradas como variaveis
os dados experimentais obtidos de teores de fendlicos, flavondides e atividade antirradicalar
determinada por ambos o0s ensaios do luminol e do DPPHe.

A Figura 22 foi obtida por meio da PCA, a partir dos resultados obtidos para 0s
extratos de prépolis. Um ponto relevante da PCA diz respeito a quantidade de informacdo dos
dados originais que cada uma dessas novas variaveis (ou componentes principais) é capaz de
descrever. Isto se refere a uma porcentagem de variancia capturada por cada componente
principal, representada através do autovalor de cada PC dividido pela soma de todos os
autovalores das PCs, conforme mostrado na Figura 22A, na qual foram plotados o0s
autovalores em funcdo do nimero da PC, e a porcentagem de informacao estatistica contida
em cada PC. A variancia capturada para a componente principal 1 foi de 65,54% e para a
componente principal 2 foi de 25,83%, representando uma soma de 91,37% de variancia
capturada pelas duas PCs. Os resultados da PCA sdo visualizados na forma de gréficos,
facilitando a identificacdo de estruturas e agrupamentos existentes no conjunto de dados. O
grafico de escores (Figura 22 B) identifica a posicdo de cada amostra em relacdo a outra,
quanto mais proximos 0s escores mais agrupadas estdo as amostras em relacdo as variaveis
analisadas. O gréafico de pesos (Figura 22 C) mostra como estdo correlacionadas as variaveis
em cada PC, quanto maior o peso em mddulo, maior a importancia da variavel para a PC.

A PCA realizada (Figura 22) separou o EEP30 dos demais extratos por apresentar o
maior teor de fenolicos e melhor potencial antirradicalar. As variaveis TRAP e ECs, ficaram
inversamente correlacionadas com o teor de fenolicos deduzindo-se que, quanto maior o teor

de fendlicos nos extratos de propolis maior a atividade antirradicalar.

51



(A) Autovalor de correlagdo da matriz
Somente variaveis representativas

40 :
35 65.54%
320 O
5 25
©
Y N
2: 1,0 )\ 0,
7,78%
05 B usu 56% 28%
00 — 3%
05 ‘ ‘ 0
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

NUmero do autovalor

( B) Projecdo das amostras pelas componentes (1x2)

Amostras com a soma dos quadrados coseno > = 0,00
3,0 . . . . . . .

2,5

20 EEP30

15

1,0

05} EOPC

0.0 EOPS

Componente 2: 25,83%
m
e
vl
o

0,5}

EEP70
Lot EEE@S

-1,5

2,0 +

-2,5

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Componente 1: 65,54%

( C) Projecéo das variaveis pelas componentes (1x2)

1,0

Fendlicos
o

0,5

0,0 b 'gattne i

Componente 2 : 25,83%

250 .. Flavonoid
. !
-0,5

Rénmnmhm
[0]

-1,0

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Componente 1 : 65,54%

Figura 22: (A) Autovalores em funcdo do numero das PCs e variancia capturada em cada
PC; (B) Escores e (C) pesos para a 1* e 2% PC.
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Os extratos EEP70 e EEP95 formaram o segundo grupo com a melhor atividade
antirradicalar e maior teor de flavondides, demonstrando que essa classe particular de
compostos fenolicos também desempenha um papel importante na atividade antioxidante da
prépolis. O extrato EOPC possui valores intermediarios de fendlicos, flavonoides, rendimento
e ECxso. Por altimo, os extratos EAQP e EOPS foram reunidos segundo a PC1 por possuirem
0s maiores valores de TRAP e ECsg e, portanto o pior desempenho nos ensaios de atividade
antirradicalar. Deve ser observado que, apesar das amostras EAQP e EOPS estarem em
quadrantes distintos, os valores dos escores para a 2% PC estdo muito proximos entre si, entdo
a PC1e mais eficiente em classificar um grupo com estas amostras, pois 0s grupos ficam mais
distantes do que as duas PCs juntas.

A varidavel TRAP ndo foi importante para separar os grupos da PC2, pois seu peso teve

um valor proximo a zero para esta PC.

5.1.6.2. Segunda Anélise multivariada

A Figura 23 apresenta os graficos de escores das amostras e 0s pesos das variaveis
incluindo os teores de ions metalicos sobre o conjunto de dados anteriores. Também foi
incluida na PCA a area de inibicdo da quimiluminescéncia causada pelos diferentes extratos
no ensaio do luminol.

A primeira e segunda componentes principais capturaram juntas 87,81% de variancia
dos dados experimentais (Fig. 23A). Analisando as duas componentes principais juntas (Fig.
23B e 23C, a separacdo do extrato aquoso de propolis das demais amostras, ocorreu pelo fato
do mesmo apresentar maior teor de metais Ca, Mn, Al , maior TRAP e ECs,. Novamente
EEP30 destacou-se em um unico grupo pelo teor de fendlicos totais e maior area de inibicéo
no ensaio do luminol, portanto melhor atividade antirradicalar. O fato de ECs, (obtido a partir
do ensaio do DPPH) e Area (ensaio luminol) estarem em quadrantes opostos (Figura 23 C)
indica que, na medida em que, a variavel ECsg cresce a area de inibi¢cdo diminui, ou seja, essas
varidveis sdo inversamente proporcionais. Ambas as quantidades expressam a atividade
antirradicalar dos extratos de propolis uns em relagdo aos outros, porém a partir de ensaios

diferentes.
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O terceiro grupo formado por os extratos EOPS (soja) e EEPC (canola), EEP70 e
EEP95 corresponde aos extratos com o menor teor de ions metalicos extraidos com solventes
de menor polaridade. Nesse grupo verifica-se que os extratos hidroalcoolicos EEP70 e EEP95

possuem escores mais proximos devido a teores de flavonoides e rendimento semelhantes.

5.1.6.3. Terceira Analise multivariada

Para avaliar como o perfil cromatografico dos extratos influenciava a PCA,
principalmente quanto a comparacdo dos diferentes extratos de propolis, foi construida a
Tabela 12 contendo os tg de picos selecionados e suas absorbancias. Esses valores foram

incluidos como variaveis na PCA (Figura 24).

Tabela 12: Tempos de retengdo com valores de absorbancias obtidos dos Cromatogramas
dos diferentes extratos com detec¢do a 292nm

Extratos/tR 2,5 4 5 7 11 12 13 15 16,5 20 22,5 23
EOPS 0,005 0,010 0,060 0,027 0,029 0,016 0,067 0,055 0,024 0,079 0,015 0,011
EOPC 0,008 0,030 0,070 0,035 0,039 O 0,074 0,060 0,030 0,067 0,015 0,011
EAQP 0,050 0,113 0,075 O 0 0 0,005 O 0 0 0 0
EEP30 0,143 0,254 0,263 0,140 0,050 0,055 0,056 0,039 0,023 0,026 O 0
EEP70 0,022 0,033 0,060 0,035 0,029 0,033 0,053 0,053 0,042 0,092 0,034 0,028
EEP95 0,013 0,023 0,047 0,027 0,028 0,027 0,046 0,051 0,038 0,088 0,034 0,031

A primeira e segunda componentes principais capturaram juntas 87,76% de variancia
dos dados experimentais. Os extratos foram divididos em trés grupos. O EAQP com o maior
escore na PC1 apresentou 0s maiores teores de ions metalicos Ca, Mn e Al, o maior TRAP e
ECso. O EEP30 apresentou as maiores intensidades dos compostos mais polares, ou seja,
aqueles com tr 2,5; 4; 5; 7; 12; 11 e também o maior teor de fenolicos totais e maior atividade
antirradicalar. O terceiro grupo formado pelos extratos EOPS, EOPC, EEP75 e EEP95
apresentou a maior intensidade dos picos em 15; 16,5; 20; 22,5. Inclusive dentro desse
terceiro grupo percebem-se dois subgrupos: os extratos hidroalcoolicos EEP70 e EEP95 com
escores mais proximos e os extratos oleosos EOPC e EOPS.
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5.1.6.4. Quarta Analise multivariada

Com a finalidade de evidenciar correlagfes entre os compostos identificados por LC-
MS e a atividade antioxidante, os dados da Tabela 11 foram utilizados para a construcéo de
nova PCA (Figura 25) contendo também as varidveis de teores de fendlicos, flavondides e

capacidade antirradicalar obtida através dos ensaios do luminol e do DPPH.

(A) Autovalor de correlacdo da matriz
Somente variaveis representativas

56,4370

Autovalor
FRORNWAUID~0©

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Numero do autovalor

(B) Projecéo das amostras pelas componentes (1x2)
Amostras com a soma dos quadrados coseno > = 0,00

3
) EEP7Q
EEP95
o
g1 EOPS
28 o
& EOPC
S0 o
&
2 EAOP
5 EAQF
Q
£
15
O 2
EEP30
-3 °
-4
-5
-5 -4 -3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6
Componente 1: 56,26%
(C) Projecdo das variaveis pelas componentes (1x2)
1,0
m/z 299, tR 21.7
» i
o .| MaiGhiR A
© LT
™ -
o m1223\1é; Riﬁ? EC50
I TaN -4
S
o o0
g | A
rea_
s o
o
E .
o **Im zsllsitRfstig 2
m/z A
ggleer)af?
10
-1,0 05 0,0 05 1,0

Componente 1 : 56,26%

Figura 25: (A) Autovalores em funcdo do nimero das PCs e variancia capturada em
cada PC; (B) Escores e (C) pesos paraa 1% e 2° PC

57



A primeira e a segunda PCs capturaram juntas 84,93% da variancia dos dados
experimentais (Figura 25A) . No gréfico de escores das amostras verifica-se que a PC1
capturou 56,43% da variancia e separou 0s extratos de propolis em quatro grupos. A
separacdo foi fortemente influenciada pela capacidade antirradicalar dos extratos ja que as
variaveis ECso, TRAP e Area, tiveram os maiores pesos para a PC1. O EEP30, no quadrante
negativo de X e Y, separou-se devido ao maior teor de compostos fenolicos, as intensidades
em LC-MS dos compostos de m/z 515 e m/z 163, a maior area de supressao gerada no ensaio
luminol e menor ECs €, conseqiientemente, a melhor atividade antirradicalar. Como EEP30
teve o maior nivel de &cidos fendlicos, especialmente dicafeoilquinico (m / z 515, t 8,8) € p-
cumarico (m / z 163, tgr 7,2), esses compostos parecem ser importantes para a atividade
antirradicalar da propolis.

Os extratos EEP70 e EEP95 formaram o segundo grupo com a melhor atividade
antirradicalar ou tendo também maior contetdo do acido fendlico artepillin C (m / z 299, tr
21,7), &cido comunico (m / z 301, tg 25,5) e o acido 3-prenil-4-hidroxicinamico ( m / z 231
tr16, 5). Esses extratos também possuem maior teor de flavondides.

O extrato aquoso EAQP separou-se pelo maior valor de TRAP e ECs e, portanto, o
pior desempenho em testes de radicais livres.

Finalmente, os extratos oleosos foram agrupados mais proximos da origem dos eixos
por apresentarem valores intermediarios das variaveis consideradas.

Segundo a PC1 os teores de Flavondides nos extratos de prépolis e compostos de m/ z
299, 301 e 231 e teores de fendlicos e compostos m/z 515 e 163, tiveram uma correlacdo
negativa com ECsg e positiva com area de supressao no ensaio do luminol, consequentemente,

uma correlacdo positiva com o potencial antirradicalar.

5.1.6.5. Andlise multivariada dos dados obtidos através dos componentes principais
considerando todos os dados experimentais

Para finalizar foi realizada a analise dos componentes principais (PCA) considerando
todos os dados experimentais, a fim de avaliar se a PCA revelava agrupamentos ja esperados
para as amostras.

Na Figura 26 sdo representados 0s escores e 0S pesos das amostras e variaveis segundo
a primeira e a segunda componente principal. As variancias capturadas para a primeira

componente principal foi de 49,20% e para a segunda componente principal foi de 37,13%
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sendo essas componentes as que melhor representavam a separacdo esperada para os extratos
de prépolis representando uma soma de 86,33% de variancia capturada pelas duas PCs.

Os extratos de prépolis foram reunidos em 3 grupos distintos: o EEP30, no quadrante
positivo de X e negativo de Y, que apresentou o maior escore segundo a PC2; o extrato
aquoso no quadrante negativo de X e positivo de Y; o grupo dos extratos obtidos com maior
teor de etanol EEP70 e EEP 95 e o grupo dos extratos oleosos no quadrante positivo de X e'Y.

E importante ressaltar que a analise das componentes principais agrupou as amostras

de maneira coerente, inclusive a partir de dados experimentais obtidos de técnicas distintas.
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5.2. Estudo quimico da propolis de Prudentdpolis obtida de diferentes apicultores e com
diferentes tempos de maturacao

5.2.1. Teores de fendlicos totais e flavondides determinados por espectrofotometria no
visivel

Com os valores de absorbancia obtidos para as solugdes padrdes de acido gélico em
metanol foi construida uma curva de calibracdo para determinacdo de fenolicos totais em

extratos de propolis (Figura 27).
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Figura 27. Curva de calibracdo para determinacgdo dos teores de fendlicos totais em
extratos de propolis.
Para os valores de absorbancia obtidos para as solucdes padrdes da quercetina em
metanol também foi construida uma curva de calibracdo para determinacdo de flavondides

totais em extratos de propolis (Figura 28).
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Figura 28. Curva de calibracdo para determinacao dos teores de flavonoides em extratos
de propolis.
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A partir dos valores de absorbancia obtidos para os extratos de prépolis foram
encontradas as concentracdes de fenolicos e flavondides utilizando-se das curvas de
calibracéo respectivas.

Os teores de fenolicos e flavonoides totais encontram-se sumarizados na Tabela 13 e
representam valores medios com seus respectivos intervalos de confianca (95%) expressos em

miligramas de fendlicos ou flavondides totais por grama de extrato seco da propolis.

Tabela 13 — Rendimentos e teores médios de fendlicos e flavondides obtidos para os extratos
de propolis em diferentes tempos de maturacao e diferentes apicultores.

Extratos Massa de Massa Rendimento (mg) de Fendlicos (mg) de
EEP70 proépolis(g) Extrato da extragdo por (g) extrato Flavondides por
diferente Seco (propolis seco (g) extrato seco
Maturagao (g) extrato/ seco)
%
v 5,01 3,34 66,66 106,65 + 7,57 9,11+0,25
IN 5,14 4,19 81,52 146,02 +12,42 6,62 +0,97
2V 4,99 3,26 65,33 113,30+ 12,76 13,85+ 0,99
2N 4,77 4,04 84,70 140,89 +9,44 10,66 + 1,08
3V 5,01 3,22 64,27 118,76 + 8,631 20,78 £+ 0,78
3N 5,00 3,23 64,6 141,24 + 11,89 20,40+ 2,39
Y 5,02 3,88 77,29 103,39 + 6,27 15,95+ 2,76
4N 5,02 3,50 69,72 118,60+ 1,80 17,24 +1,55
5V 5,02 2,67 53,19 97,68 + 4,39 13,76 £ 5,95
5N 5,01 3,02 60,28 128,73 +1,27 8,91+0,37
6V 5,00 2,81 56,20 89,32 +0,31 10,07 £ 0,62
6N 5,01 3,09 61,68 96,22 +9,71 5,65 +0,46

Limite de confianca 95%, Triplicata ( n-1) = 2 graus de liberdade. (' VV=Velha, prépolis de
maior tempo de maturacdo, N=Nova, prépolis com até 40 dias de maturagédo)

A avaliacdo do teor de compostos fendlicos da propolis coletada com menos de 40 dias e
com mais de 180 dias, indicou pequena variagdo positiva no teor desses compostos para a
maioria das amostras “novas” em relagdo as propolis de maior tempo de maturagdo. Ja para 0s
flavondides a diferenca néo foi significativa pois foi realizado analise de ANOVA aplicando o
teste tukey (Figura 29).

Cabe ressaltar que, durante as coletas de prépolis nos apiarios de Prudent6polis, uma das

grandes dificuldades dos apicultores é comercializar a propolis coletada depois do inverno
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pois esta propolis “velha” é depreciada comercialmente pelo fato de ser opaca e ressecada
quando comparada com a propolis fresca “nova”. Mas os resultados obtidos revelam que as
diferencas entre os tempos de maturacdo nao séo significativas para a depreciacdo econémica

da propolis madura.
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Figura 29: Comparagdo dos teores de fenolicos e flavonoides entre amostras de propolis

de diferentes apicultores e diferente periodo de maturacao.

Os teores encontrados tanto para fenolicos quanto para flavonoides totais estdo de
acordo com valores reportados por outros pesquisadores para amostras de propolis de diversas
regibes do Brasil, apesar de serem variadas as condi¢cdes de extracdo entre os diferentes

pesquisadores. *%

5.2.2. Teores de fons metalicos determinados por espectroscopia de absor¢io atdmica

Os resultados obtidos na determinacdo de ions metalicos por FAAS em chama estdo

descritos na Tabela 14.
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Tabela 14: Resultados obtidos para determinacéo de ions metalicos por espectroscopia de
absorcéo atbmica em extratos de propolis.

Extratos Ca Al Pb Cr Fe Mn Cd Cu Zn
EEP70 mg/g mg/g mg/g mg/g  mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
diferente
Maturagao
1V 0.08 +0,01 2,35 +1,80 <L.D <L.D <L.D 0,080,064 <LD <L.D <L.D
1N <L.D 2,85 +0,26 <L.D <L.D <L.D 0,10+0,05 <L.D <L.D <L.D
2V 0,12 +0,01 3,19 +0,63 <L.D <L.D <L.LD 0,1240,07 <LD <L.D <L.D
2N <L.D 3,54 +0,14 <L.D <L.D <L.D 0,11#0,03 <LD <L.D <L.D
3V 0,15+0,02 3,40 +2,68 <L.D <L.D <L.D 0,07%0,04 <LD <L.D <L.D
3N 0,11+0,01 8,83 +0,81 <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D <L.D
Y <L.D 3,52 +1,08 <L.D <L.D <L.D 0,06+0,03 <LD <L.D <L.D
aN 0,10 0,007  3,33+0,14 <L.D <L.D <L.D 0,07+0,03 <LD <L.D <L.D
5V 0,08 0,003 2,98 +0,56 <L.D <L.D <L.D 0,08+0,05 <LD <L.D <L.D
<L.D
5N <L.D 4,84 +0,78 <L.D <L.D 0,08+0,02 <LD <L.D <L.D
6V <L.D 2,96 +1,28 <L.D <L.D <L.D  0,08£0,02  <LD <L.D <L.D
6N <L.D 4,66 +0,56 <L.D <L.D <L.D  0,05+0,06 <LD <L.D <L.D

Limite de confianca 95%, Triplicata ( n-1) = 2 graus de liberdade. Limite de detec¢do (<L.D)
(V=Velha, prépolis de maior tempo de maturacdo, N=Nova, propolis com até 40 dias de
maturacao)

A determinacdo de minerais foi realizada para: Zn, Al, Pb, Cr, Fe, Mn, Cd, Cu e Ca,
mas somente Al, Mn e Ca foram detectados em extratos de prépolis. Os niveis de Al foram
maiores que os niveis de Mn e Ca. Mas quando comparadas as amostras novas e velhas de
prépolis, os teores de ions Al foram maiores nos extratos de propolis nova. Para Ca e Mn ndo
houve diferencas significativas.

Em grande parte dos extratos foi detectado o macroelemento célcio, e o oligoelemento
manganés, estes niveis representaram uma contribuicdo ao organismo humano. Observa-se,
também, que a deteccdo do mais elevado teor de aluminio 8,83 mg/g £0,81 para o extrato de

propolis 3N esta abaixo da concentragdo maxima de 14,00 mg/g de aluminio, que é o limite
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de tolerancia no organismo humano adulto de 70 kg. N&o foram detectados o cadmio, cromio,

ferro, chumbo, cobre e zinco na maioria dos extratos de prépolis investigados.

5.2.3. Comparacdo do perfil dos extratos obtidos com diferentes solventes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector UV por arranjo de diodos

Os extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando o
sistema HPLC Waters 600 com detector PDA e coluna C-18 analitica, de modo a comparar 0s
cromatogramas obtidos de todos os extratos para revelar um perfil da prépolis de
Prudentdpolis. Para cada amostra obtiveram-se seus espectros UV-Vis em Espectrofotdmetro
UV Varian Cary 50Bio para selecionar os maximos de absor¢cdo de cada fracdo e assim
escolher o comprimento de onda apropriado para sua deteccdo. Os extratos foram

monitorados utilizando o comprimento de onda A 292 nm.(Figura 30 e Figura 31)

0.804

Extratos obtidos com solvente etandlico 70%

I I [ [
0.00 5.00 10.00 12.00 20.00 25.00 30.00 .00
Minutes

Figura 30: Cromatogramas dos extratos de diferentes propolis consideradas “velhas”.
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.1_Dg_f Extratos obtidos com solvente etanélico 70%

Al

0.30] A 6N
] - @@
0.20] oN
) ¥ 4N
0.10 3N
0.00 AN
_| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Minutes

Figura 31: Cromatogramas dos extratos de diferentes prdpolis consideradas “nova”.

Analisando os cromatogramas anteriores observa-se que todos os extratos de propolis
mesmo sendo de diferentes apicultores, apresentam composicdo qualitativa similar, com picos
principais em aproximadamente 5, 13, 14, 15, 20 e 22 minutos. As propolis dos apicultores 3
e 4 apresentam maior concentracdo dos componentes majoritarios, principalmente dos picos
com tg em 20 e 22 minutos. Sendo a composicdo quimica similar se deduz que as abelhas
utilizaram a mesma fonte vegetal para a coleta da resina e preparo da prépolis.

Uma informag&o importante obtida com os apicultores 3 e 4 é que eles sdo 0s Unicos,
dentre os apiarios que tiveram sua propolis analisada, que cultivam uma planta chamada
astrapéia rosa (Dombeya wallichii (Lindl.) K. Schum),”* para alimentacdo das abelhas
durante o inverno, a procura das abelhas por esta planta era nitida durante as coletas da
propolis.

A astrapéia cumpre um importante papel na ativacdo dos enxames ainda durante o
inverno, ja que se constitui em uma das poucas fontes de pélen e néctar durante os meses de
julho e agosto. Na cadeia forrageira da abelha é a primeira arvore com flores disponiveis ja no
inverno, seguida da pitangueira e do eucalipto na primavera.”

Em relacdo ao tempo de maturacdo da prépolis foi observado nos cromatogramas 292
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nm em anexo, onde s&0 comparados aos pares 0s extratos novos com os velhos, que os
extratos 1N, 3N e 4N s&o superiores quantitativamente aos seus respectivos extratos “velhos”
em toda corrida cromatografica. Para 2N, 5N e 6N as corridas cromatograficas a 292 nm

foram similares qualitativamente e quantitativamente.

5.2.4. Analise por espectrometria de massas

Comparacdo do perfil dos fingerprint obtidos por ESI — MS e identificacdo da
composi¢ao quimica por LC — MS

Primeiramente para se avaliar o perfil qualitativo da prépolis produzida pelos
diferentes apicultores de Prudentdpolis foi obtido o espectro ESI-MS para todos 0s extratos
(Figuras 32 ). Sendo a ionizacdo por eletrospray um método de ionizagdo brando, cada razéo
m/z representa um ion molecular. Dessa maneira o espectro observado pode ser considerado

como um fingerprint do extrato.
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Figura 32. ESI(-)-MS de extratos de propolis de diferentes apicultores e com distintos tempos

de maturacéo.

Da inspecdo dos fingerprint verifica-se uma composic¢do quimica complexa com picos

importantes em m/z 299 e 301 presentes em praticamente todos os extratos.

Analise por LC-MS

Em seguida, realizou-se a analise por LC-MS buscando identificar alguns dos
componentes dos extratos. Verificou-se a presenca de 2 compostos com m/z 515 (acido
dicaffeoilquinico) com os seguintes tempos de retencdo tg 7.4 e tg 8.8 min e também os
compostos acido p-cumarico (m/z 163) tg 7,2 min, acido 3 prenil-4-hidroxicinamico ( m/z
231) tg 16.5 min, , &cido comunico (m/z 301) tg 25.5 min e a dihidrocanferida, tg 12,8 min. O
pico em m/z 299 foi identificado como artepillin C ou acido 3,5 diprenil-4-hidroxicinamico,
tr 21,7 min.
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5.2.5 Andlise dos componentes principais aplicada ao estudo de extratos de propolis de
diferentes apicultores e com distintos tempos de maturacéo.

A analise dos componentes principais foi aplicada aos dados experimentais auto-
escalonados dos teores de fenodlicos, flavondides e ions metélicos. Também os dados de
intensidade de picos selecionados tanto na analise realizada dos extratos por LC-UV/PDA e
LC-MS foram incluidos na analise quimiometrica para verificar as semelhancas e diferencas
entre as amostras e possivel correlacdo entre as variaveis. O auto-escalonamento foi feito para
assegurar que todas as andlises tivessem igual importancia para auxiliar na discriminagdo das
amostras.

O estudo quimiométrico foi dividido em partes, a primeira parte envolvendo a analise
de componentes principais incluindo as variaveis teores de fendlicos, flavondides e ions
metalicos. Na segunda etapa, foram incorporados os dados correspondentes as analises
cromatogréaficas. A terceira parte incluiu dados de intensidades em LC-MS de compostos
identificados nos extratos, mais teores de fendlicos e flavonodides e ions metélicos, e por

ultimo estudo foi realizada uma PCA considerando todos os dados experimentais obtidos.

5.2.5.1 Primeira Anélise multivariada

A Figura 33 apresenta os graficos de escores das amostras e pesos das variaveis da
primeira etapa do estudo. A primeira, segunda e terceira componentes principais capturaram
juntas 93,42% de variancia dos dados experimentais (Figura 33A).

A PC1 separou as amostras em trés grupos. As amostras do apicultor 3 e 4 (3V e 4N)
foram agrupadas devido aos teores de Ca e flavonodides. A amostra 3N ficou isolada com 0s
maiores teores de fendlicos e de Al. As demais amostras agruparam-se devido ao teor de Mn.
Ao considerar a PC2 (25.98% de variancia capturada) se observa uma tendéncia para a
diferenciacédo entre os extratos de propolis com diferentes periodos de maturacao, exceto para
a amostra 4N, que ficou no grupo das propolis velhas e da amostra 4V no grupo da prépolis
novas. As varidveis que contribuiram para a separacdo destes grupos foram maiores teores de
compostos fenolicos e aluminio nos extratos de propolis nova e aos maiores teores de
flavonoides, Ca e Mn das propolis velhas.

Pode ser observado que as varidveis da primeira componente principal (com excecao
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do teor de Mn) estdo todas no eixo negativo de X (Fig. 33C), indicando que ocorre uma
correlacdo direta entre os teores de Al, Ca, compostos fendlicos e flavondides, devido
possivelmente a formacdo de quelantes entre ions metalicos e compostos organicos. De
acordo com a PC2, os teores de Ca e flavanoides estdo diretamente correlacionados entre si e
inversamente aos teores de Al e fendlicos. Novamente na segunda PC o Al esta diretamente
correlacionado aos compostos fenolicos indicando que estes compostos podem formar

complexos.

72



(A) Autovalor de correlagdo da matriz
Somente variaveis representativas
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Figura 33: (A) Autovalores em fungdo do nimero das PCs e variancia capturada em cada PC;

Componente 1:47,57%

(B) Escores e (C) pesos paraa 1% e 2* PC.
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5.2.5.2 Segunda Analise multivariada

Para introduzir na analise dos componentes principais os dados dos cromatogramas
obtidos por LC-UV/PDA foram escolhidos 12 picos do cromatograma com detecéo a 292nm.

As absorbancias em unidades arbitrarias estao apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15: Tempos de retengdo com valores de absorbancias no Cromatograma a 292nm

Amostras 2,5 3,5 4,5 7 11 12 13 13,5 14 15 16,5 20 225 23

1v 0,024 0,035 0,070 0,041 0,058 0,031 0,030 0,045 0,000 0,046 0,050 0,074 0,038 0,000
1IN 0,012 0,020 0,350 0,059 0,133 0,048 0,041 0,034 0,000 0,045 0,072 0,094 0,047 0,000
2V 0,034 0,042 0,112 0,046 0,043 0,037 0,122 0,079 0,000 0,093 0,059 0,325 0,119 0,000
2N 0,012 0,020 0,268 0,055 0,137 0,046 0,037 0,046 0,000 0,049 0,064 0,104 0,050 0,000
3V 0,065 0,070 0,178 0,047 0,062 0,065 0,205 0,154 0,000 0,140 0,092 0,575 0,198 0,000
3N 0,114 0,093 0,308 0,063 0,081 0,057 0,307 0,277 0,000 0,190 0,095 1,050 0,373 0,000
4V 0,033 0,040 0,172 0,035 0,044 0,031 0,000 0,149 0,138 0,103 0,052 0,539 0,174 0,000
4N 0,038 0,028 0,250 0,035 0,055 0,034 0,000 0,202 0,192 0,140 0,072 0,867 0,298 0,000
5V 0,047 0,046 0,116 0,035 0,033 0,030 0,000 0,105 0,072 0,077 0,051 0,295 0,102 0,000
5N 0,015 0,023 0,209 0,048 0,106 0,035 0,030 0,034 0,000 0,037 0,055 0,068 0,038 0,000
6V 0,017 0,025 0,063 0,024 0,029 0,021 0,020 0,072 0,060 0,061 0,033 0,246 0,085 0,000
6N 0,008 0,010 0,080 0,033 0,038 0,016 0,018 0,017 0,017 0,050 0,025 0,047 0,024 0,013

A primeira e a segunda componentes principais capturaram juntas 73,94% de variancia
dos dados experimentais. Em 49,89% de variancia capturada pela primeira componente
principal (Figura 34A) observa-se que 0 maior escore é para o extrato 3N que apresentou 0s
picos mais intensos no cromatograma detectado a 292nm. Novamente ocorre separa¢do dos
extratos de propolis dos apicultores 3 e 4 em relacdo aos outros extratos, neste casso a
separacdo ocorreu devido as maiores absorbancias detectadas tanto para 3V quanto para 3N e

4N na maioria dos tempos de retencdo selecionados em 292 nm.
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Figura 34: (A) Autovalores em fungdo do nimero das PCs e variancia capturada em cada PC;
(B) Escores e (C) pesos paraa 1% e 2* PC
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5.2.5.3 Terceira Analise multivariada

Com a finalidade de incorporar os dados obtidos pela anélise de LC-MS na matriz
para analise dos componentes principais foram registradas as intensidades dos ions

majoritarios identificados por LC-MS (Tabela 16).

Tabela 16: Principais ions em extratos de propolis detectados por LC-MS.

Acido Acido 3 prenil-4- Artepillin Acido Acido B . Dihidro-
Extratos p-cumarico hidroxicindmico C Comunico di_ca_ffeoil- rs/t;ggl C;?;E;rglga canferida
m/z 163 tg- m/z 231 m/z 299 m/z 301 tg-  quinico m/z tn=198 th=172 m/z 301
7.2 tr-16.5 tr-21.6 25,5 515 tz- 8.8 tr =128
v 9,0E+07 4,3E+08 1,1E+09 1,4E+09 1,4E+08 2,8E+08 1,7 E+08 2,2 E+08
IN 5,5E+07 2,2E+09 1,1E+09 1,5E+09 9,1E+07 2,3E+08 1,8 E+08 1.9 E+08
2V 6,1E+07 1,7E+09 3,5E+09 1,1E+09 4,6E+08 71E+08 5,0 E+08 9,3 E+08
2N 6,3E+07 2,7E+08 5,5E+09 1,3E+09 1,1E+08 1,3E+08 6,1 E+08 1,4 E+08
3V 5,3E+08 2,1E+09 3,3E+09 1,5E+08 1,1E+09 1,5 E+09 1,1 E+08 1,1 E+08
3N 6,5E+08 2,5E+09 4,1E+09 3,3E+07 9,3E+08 1,5 E+09 1,3 E+09 1,3 E+09
4v 4,4E+08 1,5E+09 3,2E+09 5,2E+08 4,9E+08 2,8 E+07 7,1 E+08 9,5 E+08
4N 6,1E+08 1,8E+09 3,7E+09 6,9E+08 3,8E+08 1,1 E+09 7,9 E+08 1,0 E+09
5V 1,1E+08 9,4E+08 1,8E+09 9,3E+08 3,7E+08 4,7 E+08 2,9 E+09 3,8 E+08
5N 5,1E+07 1,4E+08 3,2E+09 8,6E+08 9,7E+07 89 E+07  7,5E+07 1,1 E+08
6V 9,1E+07 5,2E+08 1,6E+09 7,7E+08 1,4E+08 4,3 E+08 2,4 E+08 3,7 E+08
6N 3,1E+07 6,2E+08 2,2E+08 9,2E+08 2,6E+07 19E+06  2,5E+07 7,9 E+07

A primeira e a terceira componentes principais, Cujos escores e pesos sao apresentados
na Figura 35, capturaram 62,9% da variancia. A PC1 separou o extrato de prépolis do
apicultor 3 e 4 dos restantes apicultores, pelo maior teor de flavonoides, Ca, Al, de acidos
dicafeoilquinico (m / z 515, tr 8,8), Acido 3 prenil-4-hidroxicindmico (m/z 231, tg 16,5),
Artepillin C (m/z 299, tR 21,7) e p-cumarico (m / z 163, tg 7,2). Os demais extratos
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formaram o segundo grupo com maiores teores de manganés e do acido comunico (m/z 301,

tr 25,5). A PC3 agrupou os extratos de propolis novos e velhos, (com excecdo das amostras

4N, 4V e 6V), de acordo com o maior teor de Al e de compostos fenolicos para as amostras

novas. O &cido p-cumarico (m / z 163, tg 7,2), ndo foi uma variavel importante para definir
esta PC.

Autovalor
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(B) Escores e (C) pesos paraa 1% e 3% PC.
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5.2.5.4 Andlise multivariada dos dados obtidos através dos componentes principais
considerando todos os dados experimentais

Foi necessaria a andlise dos componentes principais (PCA), afim de realizar a
comparacdo quantitativa das amostras de diferentes prépolis com distintos tempos de
maturagdo para avaliar os resultados obtidos com distintas técnicas, verificando se resultam
nas mesmas conclusoes.

A Figura 37 foi obtida por meio da PCA, a partir dos resultados obtidos para os
extratos de propolis. As variancias capturadas para a primeira componente principal foi de
46,85% e para a terceira componente principal foi de 9,20% sendo esta componente a qual
melhor representou a separagdo velha e nova esperada para os extratos de proépolis,
representando uma soma de 56,05% de variancia capturada pelas duas PCs.

A PCA realizada (Figura 37A) separou mais uma vez os extratos 3V, 3N, e 4N, 4V
dos demais extratos. Mas o importante € ressaltar que foi obtido resultados coerentes com

técnicas distintas.
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6. CONCLUSOES

Considerando-se o0s solventes testados neste trabalho, 0 maior rendimento de extragéo
foi obtido com 70% e 95% v/v de solugBes etandlica. Esses extratos mostraram maior
intensidade de ion de m/z 299 (tr 21,7; Artepillin C) e m/z 301 (tg 25,5; E / Z é&cido
comunico) e foram o segundo grupo de solventes extratores com atividade antioxidante
importante.

A intensidade dos ions de m/z 515 (tr 8,8; &cido dicafeoilquinico) e m/z 163 (tr 7,2, p-
cumarico) e o teor de compostos fenolicos totais foi maior em EEP30 o qual também
demonstrou ter o melhor potencial antioxidante. Uma correlacdo direta entre o teor de
fendlicos totais dos extratos e sua atividade antirradicalar ficou explicita apds a analise dos
componentes principais.

Da mesma maneira que pesquisas anteriores conduzidas pelo grupo de pesquisa, 0
estudo realizado evidenciou que os 6leos empregados como solventes extratores da prépolis
sdo capazes de extrair os compostos ativos da prépolis, porém com baixos rendimentos e
moderada atividade antirradicalar.

A prépolis da regido de Prudentopolis, analisada através de FAAS, esta praticamente
isenta de contaminantes metalicos e ainda pode ser uma fonte do macroelemento calcio, e o
oligoelemento manganés. Porém, os teores de aluminio foram significativos principalmente
para EEP30 e EAQP. Em adicdo a isso, a PCA indicou correlacdo entre o aluminio e 0s
compostos organicos, principalmente com o teor de fendlicos totais.

O método de quantificacdo de fendlicos totais foi avaliado por alguns parametros de
validacdo, como LD, LQ, linearidade, precisdo e exatiddo, sendo que os resultados de todos
0s parametros obtidos estavam de acordo com as recomendacfes encontradas na literatura.
Portanto, 0 método de quantificacdo por UV-Vis mostrou ser preciso e exato.

Ficou evidente através de LC-UV/PDA e dos fingerprint ESI(-)-MS a semelhanca
qualitativa das propolis adquiridas de diferentes apicultores de Prudentopolis. Em todos os
extratos foi detectada a presenca dos ions m/z 299 (tR 21,7; Artepillin C) e m/z 301 (iR 25,5;
E / Z &cido comunico) os quais séo caracteristicos da propolis dessa regido.

Pode-se concluir que o periodo de maturacdo da propolis influencia o teor de fendlicos
totais, mas ndo os teores de flavondides. Porém, estas diferencas ndo séo relevantes ao ponto
de gerar depreciacdo da propolis madura, ou seja, aquela coletada das colméias ao término do

inverno.
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A analise de componentes principais (PCA) mostrou-se uma ferramenta
quimiométrica efetiva para a comparacdo de extratos de prépolis, e deixou explicitas inter-
relacGes existentes entre algumas varidveis consideradas como: teor de fenolicos totais, de
aluminio, de alguns &cidos fenolicos identificados e a atividade antirradicalar, permitindo a
visualizacdo das informacdes latentes que ndo seriam observadas através de um tratamento

univariado.
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Anexo 1 - Espectrograma e Cromatograma (HPLC-UV/PDA) para extratos de prépolis

obtidos com diferentes solventes
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EOPCanola 3D
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EOPSoja 3D

3D Plot
"0.40
030
Lo.20
Lo10
0.00
010
020
300.00
1 " 400.00
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Minutes
EOPSoja detectado em 292 nm
0.080 ﬂ
0.070 |
] " |
0.060-] A || |
] 1 ) ‘I
0.0507 ‘\ \ |‘ |
] | | I ‘
5 0.040] ‘ L ‘ |I || |
<C 1
: | | i
0.0307] \ ‘
b ‘ || | | \ f || ||.f I\, | l\
0.020] || | VI A
0207 . ' Y \n M
g ‘ { I B | Y AN \
] | ‘II ‘I I|I I‘ I\JN\\ fl \/V \j \J \ Nf’\\
0.010] NN J m\
] |u \/ l‘u' ~ — I
1 I T —
B | ——
0.0004— J'“\ﬂJ
i T T T | T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Minutes

94

AU



Anexo 2 — Espectrograma e Cromatograma (HPLC-UV/PDA) para extratos de prépolis de
diferentes apicultores e diferentes tempos maturagéo
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1V Vermelho X 1N Verde detectado em 292 nm
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2V Vermelho X 2N Verde detectado em 292 nm
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3V Vermelho X 3N Verde detectado em 292 nm
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4V Vermelho X 4N Verde detectado em 292 nm
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5V Vermelho X 5N Verde detectado em 292 nm
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6V Vermelho X 6N Verde detectado em 292 nm
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