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RESUMO

A regido amazonica apresenta um crescente desenvolvimento da meliponicultura, a atividade
de criacdo racional de abelhas sem ferrdo. No entanto, um importante produto dessa atividade,
a geopropolis (material elaborado a partir de substancias resinosas coletadas das plantas, as
quais as abelhas adicionam secrecdes salivares, cera, pdlen e terra), ainda possui pouco valor
no mercado devido a falta de informacgdes sobre sua composi¢do quimica e atividades
bioldgicas. O objetivo deste trabalho € estudar a geopropolis das abelhas sem ferrdo urugu
amarela (Melipona flavolineata), urucu boca de renda (Melipona seminigra pernigra) e urucgu
cinzenta (Melipona fasciculata), provenientes da cidade de Terra Alta, localizada no nordeste
do estado do Pard, relativamente a sua composicdo quimica e mineral, determinacdo dos
compostos bioativos, avaliacdo das propriedades antioxidantes, antimicrobianas e determinacéo
do perfil cromatografico (compostos volateis) dos extratos etandlicos de geoprdpolis obtidos
por agitacdo e sonicacdo. Os extratos da condi¢do 6tima apresentaram teores de compostos
fenolicos totais significativos, variando de 5491,1 + 446,33 a 13019,19 + 186,56 mg EAG/100
g, assim como também o teor de e flavonoides totais que ficou entre 190,31 + 2,61 e 2498,02 +
78,24 mg QE/100 g. Em relagéo a atividade antioxidante, a amostra com melhor desempenho
foi a de urugu amarela, que apresentou resultados de 1537,66 + 19,52 umol trolox eq./g,
1773,56 + 6,52 umol trolox eq./g e 7074,41 + 215,73 pmol sulfato ferroso eq./g, nos respectivos
ensaios de DPPH, ABTS e FRAP. As amostras provenientes da urugu boca de renda e urucu
cinzenta apresentaram acéo antimicrobiana, com concentragdo inibitéria minima igual a 0,5 e
2 mg/mL, respectivamente. A analise de compostos volateis demonstrou perfis quimicos
distintos entre as amostras, uma vez que apenas 3 dos compostos identificados (menos de 4%
do total) foram comuns em todas as amostras analisadas, sugerindo que as geopropolis das trés
espécies sao elaboradas a partir de diferentes fontes de resina, apesar das colmeias estarem
localizadas no mesmo ambiente. A presente pesquisa de carater exploratério contribui com
informacBes importantes para o conhecimento das atividades exibidas pela geoprépolis

produzida na regido amazonica, auxiliando na progressao de estudos das abelhas sem ferrdo.

Palavras-chave: produtos de abelhas nativas; extracdo; compostos bioativos; atividade

biologica.



ABSTRACT

The Amazon region presents a growing development of meliponiculture, the rational breeding
of stingless bees. However, an essential product of this activity, geopropolis (a material made
from resinous substances collected from plants to which bees add salivary secretions, wax,
pollen, and earth), still has little value on the market due to the lack of information about its
chemical composition and biological activities. The objective of this work is to study the
geopropolis of stingless bees urucu amarela (Melipona flavolineata), urucu boca de renda
(Melipona seminigra pernigra), and urucu cinzenta (Melipona fasciculata), from the city of
Terra Alta, located in the northeast of the state of Para, regarding its chemical and mineral
composition, determination of bioactive compounds, evaluation of antioxidant and
antimicrobial properties and determination of the chromatographic profile (volatile compounds)
of geopropolis ethanolic extracts obtained by agitation and sonication. The extracts from the
optimal condition showed significant levels of total phenolic compounds, ranging from 5491.1
+446.33 t0 13019.19 + 186.56 mg EAG/100g, as well as the content of total flavonoids, which
was between 190.31 + 2.61 and 2498.02 + 78.24 mg QE/100g. Regarding antioxidant activity,
the sample with the best performance was yellow urugu, which presented results of 1537.66 +
19.52 ymol trolox eq./g, 1773.56 + 6.52 pmol trolox eq./g and 7074, 41 + 215.73 pmol ferrous
sulfate eq./g, in the respective DPPH, ABTS and FRAP tests. Samples from urucu Boca de
renda and urugu content presented antimicrobial action, with a minimum inhibitory
concentration of 0.5 and 2 mg/mL, respectively. The analysis of volatile compounds
demonstrated distinct chemical profiles between the samples since only 3 of the identified
compounds (less than 4% of the total) were standard in all analyzed samples, suggesting that
the geopropolis of the three species are made from different resin sources, despite the hives
being located in the same environment. This exploratory research contributes essential
information to the knowledge of the activities exhibited by the geopropolis produced in the

Amazon region, helping in the progression of studies on stingless bees.

Keywords: native bee products; extraction; bioactive compounds; biological activities.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo, também conhecidas como meliponineos, séo contribuintes vitais
para a manutencdo de muitos ecossistemas, pois sdo os principais polinizadores das arvores nas
areas onde vivem. Na natureza, eles preferem fazer seus ninhos em arvores ocas, atualmente
mais de 600 espécies pertencentes ao grupo de abelhas sem ferrdo ja foram documentadas em
todo o mundo, sendo que mais de 300 destas espéecies sdo encontradas apenas no Brasil
(BACELAR-LIMA etal., 2006; VALCANAIA et al., 2022), dentre elas, temos a urucu amarela
(Melipona flavolineata), urucu boca de renda (Melipona seminigra pernigra) e urugu cinzenta
(Melipona fasciculata), que serdo o objeto de estudo desta pesquisa.

O nome urucu tem origem na lingua indigena tupi “eiru'su™ e significa "abelhas
grandes". No entanto, sdo conhecidas por diversos nomes populares, dependendo da regido do
pais. Tais espécies sdo encontradas em areas tropicais e subtropicais e possuem um alto nivel
de estrutura social (SILVA, A. et al., 2020).

A propolis é o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas
pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as abelhas acrescentam
secrecBes salivares, cera e polen (BRASIL, 2001). E utilizada pelas abelhas na protecdo da
colmeia, atuando em sua estabilidade estrutural e na vedacéo de frestas, sendo utilizada ainda
para embalsamar invasores, impedindo sua decomposi¢cdo e como agente antisséptico,
prevenindo contra a presenca de doencas e do crescimento e proliferacdo de micro-organismos
que possam infectar a colonia (ZUNINI et al., 2010).

No caso das abelhas sem ferréo, a propolis é denominada de geoprépolis, recebendo esta
designacdo devido as abelhas a misturarem ao barro; tanto a propolis como a geoprépolis sdo
eficientes antioxidantes e suplementos com alto potencial preventivo para doencas cronicas
degenerativas (SOUZA et al., 2013).

Assim o presente trabalho pretende avaliar a composi¢cdo quimica e mineral, atividade
antioxidante, antimicrobiana e perfil de compostos volateis da geopropolis de abelhas
amazonicas do nordeste do estado do Para, visto que até o presente momento, dados sobre suas
propriedades sdo extremamente escassos na literatura. Dessa forma, a presente pesquisa de
carater exploratdrio, pretende contribuir com informac6es importantes para o conhecimento das
atividades exibidas pela geopropolis produzida na regido amazonica, auxiliando na progressao

de estudos das abelhas sem ferrao.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo desta Dissertacao foi avaliar a composi¢do quimica, capacidade antioxidante

e antimicrobiana de extratos de geoprépolis de abelhas sem ferrdo amazonicas.

2.2. Objetivos especificos

Os seguintes objetivos especificos foram definidos para atingir o objetivo geral da
Dissertacao:

- Realizar a caracterizacdo fisico-quimica da geopropolis bruta de trés espécies de abelhas sem

ferrdo (Melipona flavolineata, Melipona seminigra pernigra e Melipona fasciculata);
- Avaliar a composicdo mineral presente nas amostras brutas de geopropolis;

- Otimizar a extracao de geopropolis por método combinado de agitacdo e sonicagdo utilizando

planejamento experimental;

- Quantificar os compostos fenolicos totais e flavonoides totais presentes nos extratos através

de anélises de espectrofotometria;
- Determinar o potencial antioxidante dos extratos;
- Avaliar as propriedades antimicrobianas in vitro dos extratos;

- Determinar o perfil de compostos volateis dos extratos da condi¢do 6tima (para cada uma das

espécies);
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 As abelhas sem ferrao (ASF)

As abelhas sem ferrdo, também conhecidas como abelhas nativas ou indigenas, fazem
parte de um grupo de abelhas eussociais (se organizam em sociedade, com diviséo de tarefas
entre as diversas castas da colmeia) e habitam a regido tropical e subtropical do globo terrestre,
sendo encontradas na América do Sul e Central, Africa, Sudoeste da Asia e Australia. S&o
pertencentes a familia Hymenoptera, subfamilia Meliponinae. Atualmente, mais de 600
espécies de abelhas sem ferrdo ja foram catalogadas em todo o mundo, estando classificadas
em 32 géneros, com possibilidade de ainda serem caracterizadas um namero consideravel de
espécies, que até o momento nio foram descobertas (AVILA et al., 2018; VALCANAIA et al.,
2022).

De acordo com Gomes et al. (2022) as diversas espécies da subfamilia Meliponinae
(abelhas sem ferrdo) podem apresentar caracteristicas diferentes das apresentadas por Apis
mellifera, principalmente em relacdo ao seu tamanho, geralmente menor, cores variadas do
corpo e auséncia de ferrdo (ferrdo atrofiado). Além disso, as abelhas sem ferrdo fazem voos
mais curtos, possuindo um raio de alcance menor para coletar alimentos e demais materiais
necessarios para a manutencdo da vida na colmeia, isso € interesse por exemplo, quando o
meliponicultor busca a producdo de um tipo de mel especifico de determinada florada, o que
também é possivel com as abelhas Apis melifera, no entanto, nesse ultimo caso, precisa de uma
area muito maior de cobertura da vegetacdo de interesse, uma vez que essas abelhas percorrem
um raio maior para coleta de alimentos.

Gomes et al. (2022) ainda explicam que as ASF normalmente ndo fazem grandes
selecdes dos recursos florais, ou seja, coletam o que esta mais acessivel e disponivel no
momento. Em relacdo a colmeia, esta é dividida um local onde ficam as células de cria no
formato de favos ou cachos, e outro local destinado aos potes de armazenamento de alimento
(mel e polen), conforme pode ser observado na Figura 1. As varia¢es também ocorrem entre
as proprias espécies de ASF, que apresentam diferencas em relacdo a aspectos
comportamentais, sistemas de defesa e comunicacgéo, estratégias de forrageamento, densidades
populacionais, arquiteturas das colmeias, entre outros, o que torna esse grupo muito interessante
devido a essas caracteristicas heterogéneas, sendo possivel o desenvolvimento de diversos

estudos, com resultados promissores para 0 campo da meliponicultura.
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Figura 1 - Colmeia de abelha urugu amarela (Melipona flavolineata) com favos de cria no centro e potes de
alimento (mel e pélen) nas laterais indicados pelas setas.

~— g '-i'.\.- .; \_ ) N Y 3

Fdnte: Dados da pesquisa (202-4). |

As abelhas sem ferrdo exercem um papel de suma importancia na preservacao da
biodiversidade nas regides tropicais e subtropicais, devido a seus eficientes servicos de
polinizacdo, sendo responsaveis por cerca de 40 a 90% da polinizacdo das plantas nativas
(PUCHOLOBEK et al., 2022).

Estudos desenvolvidos pelos mais variados 6rgdos de pesquisa, tem possibilitado o
aperfeicoamento de técnicas de manejo para a criacdo racional das ASF, o que tem possibilitado
continuo crescimento da meliponicultura, que vem se tornando uma fonte de renda a mais em
diversas regides, por meio da comercializacdo de diversos produtos, incluindo colonias, mel,
prépolis, geoprépolis e servigos de polinizagdo em diversas culturas agricolas (ZAWAWI et
al., 2022).

A regido amazonica apresenta uma vasta diversidade floral, com abundancia de espécies
fornecedoras de néctar, polen e resinas, 0 que em conjunto com o clima quente se torna atrativo
para uma grande variedade de espécies de abelhas que habitam essa regido. Nessa regido, o mel

recebe destaque como o principal produto explorado, porém estudos apontam a existéncia de
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diversas espécies de abelhas que apresentam potencial elevado para a producdo de propolis,
geopropolis, batumes, cerumes e polen (CONTRERA; MENEZES; VENTURIERI, 2011).

3.2 O Género Melipona

As espécies de abelhas do género Melipona, estdo entre as espécies nativas das
Américas, que sdo amplamente manejadas para a producdo de mel e demais produtos, como a
cera e 0 polen, tendo uma longa histéria com os povos dessa regido, pois essas abelhas ja eram
criadas antes mesmo da chegada dos europeus ao continente americano. Cada espécie possuli
preferéncias alimentares; embora sejam descritas como abelhas generalistas, por se adequarem
aos recursos alimentares disponiveis (PIMENTEL et al., 2021).

Segundo Magalhdes & Venturieri (2010), na mesorregido nordeste do Para, duas
espécies comumente manejadas sdo a Melipona fasciculata e a Melipona flavolineata,
conhecidas popularmente como urugu cinzenta e urucu amarela, respectivamente, que sao
consideradas boas produtoras de mel, com registros de produtividade média variando de 3 a 4
L de mel por colmeia/ano.

Dessa forma, essas espécies foram escolhidas para compor o presente estudo por serem
as espécies mais criadas pelos meliponicultores da regido estudada e além disso, também
acrescentamos outra espécie que ocorre naturalmente na regiao, a Melipona seminigra pernigra
(conhecida como urugu boca de renda), por ser uma espécie com poucos dados na literatura,
sobre seu manejo e caracteristicas de seus produtos, indicando a necessidade de ampliar 0s
conhecimentos sobre tal espécie.

Apesar da ocorréncia natural de abelhas sem ferrdo na maioria das regides do Brasil e
em outras regides do mundo, ainda ha necessidade de estudos sobre as caracteristicas e

composic¢do da geopropolis produzida por tais espécies.

3.3 A geopraépolis

A geopropolis é uma mistura de fontes vegetais de resina, cera e solo preparada pelas
abelhas sem ferrdo (Meliponinae) e tem sido utilizada na medicina popular para o tratamento
de diversas doencas inflamatdrias, hemorrdidas, gastrite e tosse (COELHO et al., 2018;
SIQUEIRA et al., 2022).

Diversos estudos cientificos ttm comprovado que a geoprépolis possui propriedades
antimicrobianas, antitumorais, antioxidantes, anti-inflamatorias e cicatrizante (BARBOZA et
al., 2020; SOUSA et al., 2019; SOUSA-FONTOURA et al., 2020). Essas propriedades sao
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atribuidas a presenca de diversos compostos quimicos presentes na geopropolis, como 0s
flavonoides, fenil e ésteres, lignanas, estilbenos, terpenos, acucares, hidrocarbonetos e minerais
(HUANG et al., 2014).

Segundo Ferreira (2018), a meliponicultura é descrita como a atividade de criacao
racional de ASF, para a obtencdo de produtos como o mel, cera, prépolis e geoprépolis, sendo
0 geopropolis composto por extratos vegetais, enzimas digestivas, cera e solo, o que Ihe confere
concentragdes elevadas em compostos minerais.

Na Amazonia, a geopropolis de abelha sem ferrdo ainda ndo ganhou importancia
comercial devido a falta de informag6es sobre sua composi¢do quimica e beneficios a salde, o
que reforca a importancia deste estudo, uma vez que tal regido é altamente propicia para o
desenvolvimento de novas pesquisas cientificas, devido apresentar uma vasta biodiversidade e
bom desenvolvimento da meliponicultura, que vem cada vez mais se desenvolvendo na regiao,
sendo uma importante aliada na geracédo de renda de familias da regido amaz6nica, contribuindo
para a melhoria da qualidade de vida no campo e ainda se destaca como uma peca fundamental
para conservacao da floresta.

Como ja abordado anteriormente, as caracteristicas peculiares existente na regido
amazénica, como flora diversificada, grande nimero de espécies de abelhas e um clima quente
e Umido, justificam os estudos sobre a composicéo quimica da geoprépolis, que sdo de extrema
importancia para a caracterizacdo deste produto em nossa regido (SIQUEIRA et al., 2022).

3.4 Composicao quimica e compostos bioativos da geoproépolis

A propolis de abelhas sem ferrdo pode apresentar composi¢do variavel em funcéo da
espécie da abelha, coldnia e condi¢des ambientais, e principalmente da origem vegetal, pois 0s
6leos florais podem conter acidos graxos saturados, parafinas, 6leos, ésteres, aminoacidos,
carotenoides, fenolicos, isoprenoides, glicosideos e saponinas, 0 que interfere também na sua
composicio (SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017). Estudos recentes tém focado em avaliar
a composicdo quimica da propolis de abelhas sem ferréo, em relacéo a presenca de compostos
bioativos e suas potenciais funcionalidades ao organismo humano, conforme observado na
Tabela 1.

Os compostos bioativos sdo metabolitos secundarios produzidos por varias espécies de
plantas, nas quais atuam como defesa contra parasitas, predadores e infecgdes por agentes
patogénicos. Estes compostos trazem inumeros beneficios para a salde, pois atuam como

sistema de defesa e contribuem para o bem-estar humano, possuindo também eficiente acdo
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antibacteriana, antifungica, anticancerigena, dentre outras, sendo ainda capazes de exercer

prevencdo e inibicdo da acdo dos radicais livres no organismo humano (AGUIAR, 2017;

BAIDEZ et al., 2007).

Tabela 1 - Estudos de composicdo quimica e atividades biologicas de propolis de abelhas sem ferrao.

Classe de
Espécie compostos Mecanismo de acdo avaliado (in vitro) Autor
identificados
Geniotrigona Acidos aromaticos, Atividade antimicrobiana contra cepas de
thoracica, terpenos, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Abdullah et al.
Heterotrigona itama, flavonoides e Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (2020)
e Tetrigona binghami acidos fenolicos e atividade antioxidante (ensaio DPPH)
Melipona Atividade antimicrobiana contra S. aureus,
quadrifasciata Acidos fendlicos e S. warningi, B. cereus, S. epidermidis e L. Rubinho et al.
anthidioidesaff. flavonoides acidophilus e atividade antioxidante (ensaio (2020)
Postica DPPH, ABTS, FRAP e ORAC)
Atividade anti-inflamatéria (diminuicdo de
Heterotrigona itama Terpendides mediadores inflamatérios iNOS, IL-1p, IL- Zhang et al.
10 e aumento de mediadores antioxidantes (2020)

HO-1)

Melinona subnitida Compostos Atividade antioxidante (ensaio DPPH e j- Ferreira et al.
P fendlicos caroteno/acido linoléico) (2022)
Melipona Mono e

quadrifasciata sesquiterpenos - - . .
quadrifasciata e (tendo o a-pineno Atividade contra antlmlcrc_Jblana Valcanaia et
. Mycoplasma pneumoniae al. (2022)
Tetragonisca COmMOo composto

angustula

majoritario)

Fonte: Dados da Pesquisa, (2024).
Nota: DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS: &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico);
FRAP: poder antioxidante de redu¢do do ferro; ORAC: capacidade de absor¢do dos radicais oxigenados; iNOS:
ensima oOxido nitrico sintase indusivel; IL-1p: interleucina-1p; IL-10: interleucina-10, HO-1: heme oxigenasse-1.
A prépolis possui em sua composicdo diversos compostos bioativos, que lhe conferem
diversas atividades bioldgicas, como acdo antioxidante e antimicrobiana. Segundo Ribeiro
(2011), dentre os compostos fenolicos da propolis, destacam-se os flavonoides, como uma das
principais substancias biologicamente ativas, assim como os derivados do &cido cinamico e
seus ésteres e os diterpenos.
Estudos significativos foram conduzidos por Bankova et al. (1998) que identificaram

mais de 50 compostos, incluido acidos alifaticos, compostos aromaticos (acidos, aldeidos e
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alcoois), acucares, flavonoides, di e triterpenos em geoprdpolis de Melipona compressipes
(coletada no estado do Piaui, Brasil), M. quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes
(ambas coletadas no estado do Parand, Brasil). Dutra et al. (2008) constataram a presenca de
elevado teor de compostos fenolicos, além de triterpenos e saponinas em amostras de
geopropolis da abelha M. fasciculata, coletadas na Baixada maranhense, Brasil.

Chong e Chua (2020) utilizaram a técnica de extracdo assistida por ultrassom para obter
diferentes extratos de propolis da abelha sem ferrdo H. itama, coletadas em Melaka, Malasia.
O estudo demostrou que o extrato com melhor atividade antioxidante foi o extrato etanolico
acido (com pH ajustado para 3,0), na qual foi identificada a presenca de diversos compostos
fendlicos. Este extrato apresentou elevados teores de flavononas, conhecidas pelo seu notavel
comportamento antioxidante, como galoil pinocembrina, galoil naringenina e galoil eriodictiol,

além de mangostina (Figura 2 a) e mangiferina (Figura 2 b).

Figura 2 - Estruturas de constituintes identificados na prépolis da abelha sem ferrdo H. itama: a) mangostina, b)
mangiferina.

(b)

No trabalho de Souza, S. et al. (2018) a geoprépolis de jandaira (Melipona subnitida),
coletada na regido semiarida, estado da Paraiba, Brasil, apresentou os compostos fendélicos
galoil-hexosideos, acido elagico, acil-(cinamoil/cumaroil)-hexosideos, acil-
(cinamoil/cumaroil)-galoil-hexosideos e flavonoides (agliconas e O -glicosideos acilados), que
interferem diretamente na capacidade da geopropolis em exercer atividades bioldgicas, tais
como a capacidade antioxidante.

Negri et al. (2022), realizaram analise em prépolis da abelha sem ferrdo Scaptotrigona
aff. postica, coletada no estado do Maranhdo, Brasil, na qual foram caracterizados 100
compostos, com representantes de diferentes classes de metabolitos secundarios, incluindo
acidos benzadico e cinamico, flavonoides (chalconas, flavona- C -glicosideos, flavonol agliconas
e glicosideos), alquil e alquenil resorcindis, xantonas, diterpenos, triterpendides do tipo

cicloartano, triterpendides pentaciclicos, alcal6ides pirrolizidinicos e amidas de acido


https://www.zotero.org/google-docs/?KyXsfe
https://www.zotero.org/google-docs/?tpoNk5
https://www.zotero.org/google-docs/?tpoNk5
https://www.zotero.org/google-docs/?tpoNk5
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hidroxicindmico. A Figura 3 contém representantes das classes de metabdlitos caracterizados
no estudo.

Figura 3 - Estruturas dos constituintes caracterizados da propolis da abelha sem ferrdo Scaptotrigona aff. postica
(Apidae, Meliponini): (a) Acido benzoico; (b) &cido cindmico; (c) chalcona; (d) glicosido de flavonol; (e)
resorcinol; (f) xantona; (g) diterpeno; (h) triterpeno do tipo cicloartenol.

(a) - Etil-galato-glicuronideo (b) - Derivado do é&cido
rosmarinico
o HO
o)
P OH o
H,C o) Hoji)\/\’( oH
i o}
O-glucuronil
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-metoxi chalcona 9% hibiscetina OH

OH O
(e) - Pentadecil-resorcinol (F) - Mangiferina
OH
HO ‘ o O OH
glucosil OH
CH,(CH OH
3( 2)14 OH (o)
(9) - Acido isocupressico (h) - Cicloartenol

Os autores concluiram que ocorreu uma diferenga entre os perfis quimico das amostras
de acordo com o periodo do ano (Jan—Mar, April-Set, Out-Dez) e que também ocorrem

diferencas consideraveis na composi¢do quimica anualmente, indicando que a composi¢do
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desse material produzido pelas abelhas sem ferrdo é complexa e pode variar de acordo com a
flora, a regido geogréfica, a espécie de abelha e o clima (NEGRI et al., 2022).

3.4.1 Extracdo de compostos bioativos

A extracdo de compostos bioativos normalmente € realizada com a utiliza¢do de técnicas
que incluem extracdo em Soxhlet, maceracao e extracdo com solventes orgénicos, tais como o
hexano por exemplo. No entanto, a utilizacdo de solventes organicos convencionais muitas
vezes implica em problemas ambientais como o alto consumo de energia, geracao de residuos
e poluicdo, uma vez que muitos desses solventes sdo provenientes de fontes ndo renovaveis
(petréleo), além de representarem inconvenientes relacionados a seguranca operacional
(inflamaveis) e de salde, relacionada a bioacumulacdo (HASHEMI et al., 2022).

Com isso, torna-se indispensavel a utilizacdo de métodos sustentaveis para a extracao
de compostos bioativos naturais, a chamada Quimica Verde, que tem se mostrado promissora,
utilizando técnicas como extracdo com fluido supercritico, extracdo assistida por ultrassom,
utilizacdo de solventes eutéticos e ainda os solventes de base bioldgica, como o etanol, que sdo
obtidos a partir de fontes renovaveis amplamente disponiveis, principalmente as biomassas
vegetais (HASHEMI et al., 2022).

Nesse contexto, o etanol é um solvente verde, que além de ser produzido a partir de
fontes sustentaveis, ainda pode ser facilmente recuperado e reutilizado, sendo considerado
biodegradavel e seguro, e surge como uma alternativa viavel para utilizacdo nos processos de
extracdo de compostos bioativos, substituindo solventes organicos ja consolidados (SANTOS,
2018).

Uma outra tecnologia verde que também vem sendo utilizada com resultados
promissores € a extracdo assistida por ultrassom, técnica considerada adequada para a
otimizacdo de extracdo de compostos bioativos, devido aumentar a escala e eficiéncia do
processo, alcangando elevados rendimentos (WEN et al., 2018).

Segundo Chemat et al. (2017), essa técnica representa uma alternativa economicamente
viavel as abordagens convencionais para extracdo de compostos de alimentos e produtos
naturais. Os principais beneficios incluem reducdo significativa no tempo de extragdo e
processamento, bem como no consumo de energia e solventes, resultando em economia de

custos e diminuicdo dos impactos ambientais.
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Recentemente, estudos tém aplicado esse método para obter extratos de propolis e
geopropolis, sendo destacado por Medina-Jaramillo et al. (2022) como um processo de baixo
custo para melhorar o rendimento na extracdo de compostos bioativos dessas matérias-primas.

O aumento no rendimento da extracdo ocorre devido a aceleracdo da taxa de
transferéncia de massa entre a propolis e o solvente. Nesse processo a energia ultrassonica
produz bolhas de cavitagdo que ativam continuamente os processos de formacdo, crescimento
e imploséo de bolhas, produzindo altas forcas de cisalhamento e proporcionando uma extragdo
completa (CHONG, F. & CHUA, L. 2020).

Segundo Chemat et al. (2017) a extracdo assistida por ultrassom ocorre atraves de
diferentes mecanismos independentes ou combinados, como fragmentacao (devido a colisdes
entre particulas e a ondas de choque criadas pelo colapso de bolhas de cavitagdo no liquido),
erosdo, capilaridade, detexturizacdo e sonoporacdo (que resulta na liberacdo do conteddo

celular no meio extrativo).

3.4.2 Planejamento de experimentos

Para realizacdo de uma investigacdo mais aprofundada sobre os compostos bioativos
presentes na geoprdpolis, torna-se interessante a utilizacdo de um planejamento de
experimentos, 0 que segundo (Matos; Vale & Mesquita, 2022) permite a execucdo de
experimentos com mudancas nas variaveis de entrada, possibilitando o estabelecimento de
condicdes, quantidades e fatores que terdo impacto significativo nas respostas.

O modelo matematico obtido no planejamento € capaz de expressar as relacdes entre 0s
fatores controlaveis (variaveis independentes) e as respostas (variaveis dependentes), e pode
ser utilizando para tomadas de decisdes importantes, viabilizando melhorias em processos e
sistemas. Assim, a utilizacdo do planejamento de experimentos pretende atender a dois grandes
objetivos: menor custo e maior precisdo estatistica na resposta (MATOS; VALE; MESQUITA,
2022).

Nesse sentido € de fundamental importéncia a escolha de planejamentos experimentais
adequados, que sejam capazes possibilitar a reducdo do nimero de ensaios sem prejuizo da
qualidade dos resultados, fornecendo informacBes e dados estatisticos precisos (LOPES;
LOPES; FARIA, 2022).

Dentre os diferentes tipos de design experimental, o planejamento composto central (do
inglés, central composite design —CCD) tem sido bastante utilizado como parte do processo de

otimizacgdo na busca do produto ideal. O CCD também é um tipo de planejamento muito util
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quando combinado a metodologia de superficie de resposta. Este planejamento pode levar a
criacdo de modelos de segunda ordem (quadratico) sem a necessidade de utilizar um
experimento fatorial completo de trés niveis, uma vez que o CCD tem como caracteristica
peculiar a presenca de pontos axiais, que servem para medir curvaturas nas superficies de
resposta o que pode por vezes levar aum modelo de superficie quadratica (NJOKU et al., 2023).

Embora existam trabalhos como o de Cardozo et al. (2015), que utilizaram planejamento
de experimentos para extracdo de compostos fenolicos e flavonoides da prépolis de T.
angustula e geoprépolis de M. quadrifasciata quadrifasciata e M. marginata, coletadatas no
estado do Parana, Brasil, sdo raros os trabalhos na literatura atual que tém utilizado o
planejamento de experimentos para otimizar a extragdo de compostos bioativos de geoprépolis,
enfatizando a necessidade de adocdo deste procedimento, visando proporcionar uma extracdo

mais efetiva, de forma que se aproveite a0 maximo 0s compostos presentes nesse material.

3.5 Capacidade antioxidante

Segundo Barbosa et al. (2010), a acdo desenvolvida pelo sistema de defesa antioxidante
é a inibicdo e/ou reducdo da acdo danosa provocada pelos radicais livres ou espécies reativas
néo radicais, que por possuir a capacidade de reduzir a atividade oxidativa, diminui 0s danos
cumulativos que eventualmente podem levar ao aparecimento de doengas como o cancer.

O autor ainda explica que a atividade antioxidante pode ser exercida por meio de
diversos mecanismos de acao, sendo eles: impedimento da formacao dos radicais livres ou
espécies reativas ndo radicais (sistema de prevencdo), impedimento da sua acdo (sistemas
varredores) e ainda reconstrucao e reparacao das estruturas afetadas (sistema de reparo).

Alves et al. (2010) esclarece que o efeito deletério exercido pelos radicais livres sobre
as células e sua relacdo com determinadas doencgas, atuando como causador ou agravante, tem
impulsionado a busca por novas substancias com capacidade para prevenir ou minimizar o0s
danos oxidativos causados as células vivas. Além disso, como os radicais livres também causam
danos a plantas e alimentos, a adi¢do de antioxidantes aos alimentos industrializados tem se
tornado uma pratica comum, justificando o atual interesse pela pesquisa de novos compostos
antioxidantes.

De acordo com Aguiar (2017) as diversas espécies radicais livres e as diferentes formas
gue agem no organismo, ndo permitem, até o presente momento, a aplicagdo de um método
simples e preciso que determine a atividade antioxidante de forma universal, assim tem surgido

diferentes métodos para determinar a atividade antioxidante in vitro, como por exemplo, 0s
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métodos espectrofotométricos: DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazilo), ABTS - &cido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) e o FRAP (“Ferric Reducing Antioxidant Power”) que por
serem simples, rapidos e possuir reprodutibilidade sdo uns dos mais utilizados.

A molécula de DPPH é um radical livre, ndo bioldgico e estavel devido a deslocalizacao
do elétron desemparelhado no &omo de Nitrogénio. Essa deslocalizacdo confere & molécula
uma cor violeta, com uma banda de absor¢ao em etanol em torno de 520 nm. O método baseia-
se em medir a capacidade antioxidante de uma substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura
4), reduzindo-o a hidrazina. Quando uma substancia antioxidante, atuando por transferéncia de
elétrons ou por doacgdo de atomos de hidrogénio, é adicionada a solugdo de DPPH, ocorre a
formacdo de hidrazina, acompanhada por uma mudanca de cor de violeta para amarelo palido
(ALVES et al. 2010).

Figura 4 - Formas radicalar (a) e ndo radicalar (b) do DPPH.
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Outro método bastante utilizado é o que tem como principio a reducédo do radical ABTS
- acido 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico). A reacdo entre o radical ABTS
(que pode ser pre-formado através de uma reacdo quimica, eletroguimica ou enzimatica) e o
antioxidante padrdo ou amostra a ser analisada, resulta na descoloracdo do ABTS (Figura 5),
que é medido pela diminuicdo da sua absorbancia (ARNAO; CANO; ACOSTA, 2001,
RUFINO et al., 2007).

Figura 5 - Estabilizacéo do radical ABTS ™ por um antioxidante e sua formacgao pelo persulfato de potassio.
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O ensaio FRAP (poder antioxidante de reducédo do ferro) proposto por Benzie & Strain
(1996), avalia o poder antioxidante, através da reducgdo de ion férrico para ferroso em pH baixo,
0 que resulta na formacdo de um complexo ferroso-tripiridiltriazina de coloracdo azul escuro
(Figura 6). Os valores FRAP séo obtidos comparando a alteracdo da absorvancia a 593 nm nas

misturas de reacdo de teste com aquelas contendo ions ferrosos em concentracao conhecida.

Figura 6 - Redugéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3*.
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[Fe(ln) (TPTZ)2]3+ [Fe(ll) (TPTZ)2]3+
Cor: azul-clara Cor: azul-escura

A capacidade de uma substancia em atuar como agente antioxidante € muito importante,
sendo considerada uma varidvel de extremo interesse no desenvolvimento de medicamentos
que atuem na prevencdo de doencas cardiovasculares, metabolicas, neurodegenerativas e
cancerigenas, relacionadas ao estresse oxidativo (Kurek-Gorecka (2022).

Pesquisas tem sido desenvolvidas utilizando simultaneamente os diferentes métodos
disponiveis, afim de analisar de forma mais abrangente o potencial da geoprépolis como agente
antioxidante. Kasote et al. (2019) avaliaram extratos de sete amostras de prépolis de abelha sem
ferrdo coletadas na India, constatando que todas as amostras exerceram atividades antioxidantes
nos ensaios DPPH, ABTS e FRAP. Rubinho et al. (2020) também constataram que a
geopropolis da abelha Melipona quadrifasciata anthidioides coletada em Minas Gerais, Brasil,
exerceu a acao antioxidante nos ensaios DPPH, ABTS, FRAP e ORAC.

Diversos estudos tém demonstrado que a capacidade antioxidante da prépolis e
geopropolis esta diretamente relacionada com a presenca de compostos fendlicos (RAMON-
SIERRA et al., 2019; RUBINHO et al., 2020; SILVA, P. et al., 2020; SOUSA-FONTOURA et
al., 2020), enfatizando a relevancia da geopropolis como uma potente fonte de compostos
bioativos naturais, com potenciais beneficios a saude.

No trabalho de Sousa-Fontoura et al. (2020) amostras de geoprépolis de jandaira

(Melipona subnitida) apresentaram significativa atividade sequestrante de radicais
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livres, eficientes para evitar os efeitos toxicos provocados pelos radicais livres. Os autores
sugeriram que a elevada diversidade de compostos fenolicos totais encontrados nessa matéria

prima, principalmente os fenilpropanoides e flavondides foram os responsaveis por essa acao.

3.6 Atividade antimicrobiana

Substancias com agédo antimicrobiana séo aquelas que inibem o crescimento ou causam
a morte de microrganismos, podendo ser de origem natural (antibioticos) ou sintética
(quimioterapicos) (MOTA et al.,, 2010). Os antibidticos revolucionaram o tratamento de
doengas infecciosas, reduzindo significativamente as taxas de morbidade e mortalidade
associadas a infecgdes bacterianas em todo o mundo. No entanto, ao longo do tempo, observou-
se que certos microrganismos podem desenvolver mecanismos de sobrevivéncia na presenca
desses agentes, tornando-se tolerantes ou resistentes aos antimicrobianos (CALDAS; DE
OLIVEIRA; DA SILVA, 2022).

A utilizagdo irregular de antibidticos, bem como a capacidade desses microrganismos
em se adaptar aos ambientes em constante mudanca e aumento de determinados estresses, sdo
apontados como uma das causas para o desenvolvimento dessa tolerancia ou resisténcia, o que
pode comprometer as opgdes de tratamento, tornando o controle de microrganismos em um dos
mais importantes aspectos de saude publica, bem como na conservacao de alimentos (SOUZA;
TEBALDI; PICCOLI, 2015).

O aumento de casos de infecches de natureza bacteriana resistentes, somado a
dificuldade do controle da proliferacdo bacteriana em instalacdes da industria alimenticia, tem
impulsionado a busca ativa de novas alternativas terapéuticas aos antimicrobianos atualmente
disponiveis, e nessa vertente, o uso de bioativos naturais tem sido apontado como a possivel
solucdo para esse problema (SOUZA; TEBALDI; PICCOLI, 2015).

Os antimicrobianos naturais sdo compostos que possuem a capacidade de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes, como bactérias e fungos. Esses
agentes podem ser derivados de fontes microbianas, animais ou vegetais. O interesse por
antimicrobianos naturais tem aumentado devido ao seu potencial uso como conservantes
alimentares. Eles ajudam a garantir a seguranca e a qualidade dos produtos, além de aumentar
a vida util de alimentos pereciveis, oferecendo uma alternativa mais natural e saudavel aos
conservantes sintéticos (BARROS et al., 2020).

A verificacdo da atividade antimicrobiana da propolis contra uma variedade de bactérias

ja foi estudada para algumas espécies e a especificidade em termos de sua composi¢do quimica
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pode ser a vantagem deste produto, com acdo antibacteriana. Em relacdo a atividade
antimicrobiana da geoprépolis de abelhas sem ferrdo, tem-se como principais responsaveis 0s
flavondides e alguns acidos fendlicos (SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017).

Pesquisas com propolis e geoprdpolis de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo
coletadas em diversos paises do mundo, tem demostrado que este material possui propriedades
antimicrobianas que ja foram comprovadas contra cepas gram-positivas e também contra cepas
gram-negativas. Abdullah et al. (2020) avaliaram propolis das abelhas sem ferrdo Geniotrigona
thoracica, Heterotrigona itama, e Tetrigona binghami coletadas no distrito de Tutong, Brunei
Darussalam, constatando que exibiram acdo antimicrobiana contra cepas de Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Dos santos et al. (2023), observaram que o extrato de geopropolis da abelha Melipona
subnitida coletada em Pernambuco, Brasil, exibiu acdo contra cepas de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa e a propolis de Scaptotigona depilis, coletada no mesmo local, foi eficiente contra
E.coli; Isidorov et al. (2022) avaliaram propolis e geopropolis das abelhas Scaptotrigona
postica, Tetragona clavipes, Melipona quadrifasciata quadrifasciata e Tetragonisca fiebrigi
coletadas na provincia de Misiones, Argentina, constatando que foram eficazes contra e E. coli
e S. aureus;

Dentre 0s microrganismos de interesse, relatados como agentes causadores de
contaminacdo de alimentos, encontram-se as bactérias patogénicas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, ambos sendo responsaveis por inimeros casos de Doengas Veiculadas
por Alimentos (DVA’s) (MILLEZI et al., 2014).

E. coli € um agente causador de gastrenterites, a contaminagdo ocorre principalmente
através do contato com material fecal ou com superficies contaminadas, € uma bactéria Gram-
negativa que possui diferentes fatores de viruléncia, capazes de gerar produtos e subprodutos
toxicos, além de conter endotoxina em sua parede celular, exercendo uma série de efeitos
bioldgicos que desencadeiam uma reacao inflamatéria (ANDRADE et al., 2019)

A bactéria S. aureus, por sua vez, é responsavel por causar surtos de toxinose, sendo
gue o principal habitat em seres humanos e animais é a mucosa naso-faringea, onde forma parte
da microbiota normal, é uma bactéria Gram-positiva, considerada um patégeno oportunista
devido causar doengas nos hospedeiros com a imunidade comprometida. A intoxicacéo ocorre
pela ingestdo de alimentos contendo a toxina pré-formada. O agente causador ndo é a bactéria
em si, mas sim as toxinas produzidas por ela (ANDRADE et al., 2019; MILLEZI et al., 2014).

Devido ao pouco conhecimento sobre as propriedades da geopopolis produzida na

regido amazonica, a comprovacao de que os extratos de geopropolis de abelhas sem ferrdo dessa
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regido possuem atividade antimicrobiana abre caminho para estudos sobre esse material em
diversas areas, podendo resultar no desenvolvimento de farmacos, cosmeticos e diversas
aplicacdes na éarea alimenticia, como por exemplo a incorporacdo desses extratos em

formulacGes de filmes biodegradaveis aplicados na conservacao de frutas e hortalicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao das amostras

As amostras de geoprépolis brutas foram coletadas em um meliponario localizado na
cidade de Terra Alta-PA (Latitude: 01° 02' 28" S; Longitude: 47° 54' 27" W) e imediatamente
acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e armazenadas ao abrigo da luz, sob
refrigeracao.

Foram coletadas amostras das trés espécies de abelhas (Melipona flavolineata, Melipona
seminigra pernigra € Melipona fasciculata, conhecidas popularmente no Brasil como urugu
amarela, urucu boca de renda e urugu cinzenta, que foram codificadas como U.A, U.B.R e U.C,
respectivamente).

Ao chegar no laboratorio as amostras foram pesadas (urugu amarela 233,40 g; urucu
boca de renda 162,26 g e urugu cinzenta 166,55 g), selecionadas para retirada de impurezas e
materiais estranhos, em seguida, foram congeladas, trituradas, peneiradas, homogeneizadas e
armazenadas sob congelamento a -18 °C até 0 momento das analises.

As amostras foram registradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, Cadastro n° A92815D.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica da geopropolis
4.2.1 Composicao centesimal

A composicdo centesimal das amostras brutas foi realizada seguindo a metodologia da
AOAC (2016), sendo realizada em triplicata e os resultados finais séo apresentados como suas
médias. O teor de umidade foi determinado por gravimetria, em estufa a 105 °C (método
n°. 934,06), cinzas (residuo mineral fixo) por gravimetria em forno mufla a 550 °C (método n°
AOAC 940.26), proteina bruta método micro Kjeldahl (n® 920.152), que se baseia na
determinacéo da quantidade de nitrogénio total presente na amostra (o teor de proteina bruta foi
calculado multiplicando o nitrogénio total pelo fator 6,25), lipidios totais, extraidos em aparelho
soxhlet (método n° 983.23), carboidratos totais (calculados por diferenca), pH utilizando
potencidmetro, previamente calibrado com solucdes tampédo pH 4 e 7 e aplicagdo do valor
energético total (kcal/100g), de acordo com a metodologia de Atwater e Bryant (1899),
considerando-se os fatores 4; 4 e 9 kcal/g para carboidratos totais, proteinas e lipidios,

respectivamente, de acordo com a Equacéo 1.
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VET (kcal/100g) = 4xC + 4xP + 9xL 1)
Onde:

C: teor de carboidratos totais

P: teor de proteinas

L: teor de lipideos

4.2.2 Teor de cera

Aproximadamente 10 g de geopropolis bruta triturada foram colocados em um cartucho
de papel filtro e pesados apos secagem por 1 hora a 105 °C. O frasco destinado ao solvente foi
preenchido com cerca de 150 mL de metanol. O sistema foi submetido a refluxo em aparelho
Soxhlet por 8 horas. O extrato foi colocado em um béquer de 200 mL apos o resfriamento, e
duas aliquotas de metanol foram adicionadas como resultado da lavagem do frasco.

O volume final do extrato foi medido e armazenado em um recipiente selado e protegido
da luz, ficando sob refrigeracdo por 24 horas e depois por mais 30 minutos em freezer. Com o
auxilio de um funil de Buchner, a solucéo foi filtrada a vacuo a 400 mmHg (com papel de filtro
previamente seco e pesado).

A cera no papel de filtro foi lavada com metanol resfriado até ficar transparente. O
volume do extrato nao ceroso foi estimado e preservado em recipiente de vidro hermeticamente
fechado. A combinacéo filtro /cera passou por exaustdo durante 1 hora para eliminar qualquer
solvente remanescente. O conjunto foi levado para estufa a 105 °C, por 2 h, resfriado em
dessecador e pesado. O processo foi repetido até peso constante. O teor de cera foi calculado
pela razéo entre a massa de cera retida no filtro e a massa inicial de geopropolis utilizada na
extracdo, de acordo com a Equacdo 2, sendo expresso em porcentagem (WOISKY &
SALATINO, 1998).

TC(%) = (3) x 100 )

Onde:
TC: teor de cera em porcentagem
MC: massa de cera

MA: massa da amostra


https://www.zotero.org/google-docs/?u6O9Tn
https://www.zotero.org/google-docs/?u6O9Tn
https://www.zotero.org/google-docs/?u6O9Tn
https://www.zotero.org/google-docs/?u6O9Tn

33

4.2.3 Solidos soluveis em metanol

O cartucho utilizado na extracdo do Soxhlet (item anterior) foi colocado em um vidro
de reldgio e levado ao exaustor por 1 hora para evaporacgédo do solvente excedente. O conjunto
permaneceu em estufa por 2 horas a 105 ° C em forno pré-aquecido e apds decorrido o tempo,
foi dessecado e o cartucho pesado separadamente. O processo de aquecimento, resfriamento e
pesagem do cartucho foi repetido a cada 1 hora até peso constante.

Os solidos soluveis foram determinados pela diferenca entre a massa da amostra e a
massa de sélidos insoliveis (material retido no cartucho), de acordo com a Equacgédo 3. O
resultado foi expresso em percentagem (WOISKY & SALATINO, 1998).

SS(%) = (MA — MSI) x 100 (3)
Onde:

SS: solidos soluveis em porcentagem

MA: massa da amostra

MSI: massa de sélidos insollveis

4.3 Determinacdo de minerais por absorcao atdmica

Foi realizada a determinacédo da concentracdo dos elementos Al, Ca, Cd, Cr, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Pb e Zn. Inicialmente as amostras foram submetidas a digestdo imida em um reator
Milestone Ethos D (Milestone Srl, Italy) utilizando o0 método EPA-3015A (2007).

O método consistiu em depositar 0,5 g de amostra previamente triturada e 5 mL de &cido
nitrico concentrado (P.A.) em tubos Teflon, os tubos foram entdo irradiados com micro-ondas,
utilizando uma rampa de aquecimento de 20 minutos e manuten¢do durante 10 minutos na
temperatura de 170 °C e posterior rampa de decréscimo de temperatura durante 30 minutos.

As amostras digeridas foram diluidas e filtradas com agua deionizada até volume final
de 50 mL. O mesmo procedimento foi realizado para o branco, porém utilizando apenas acido
nitrico concentrado. O procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra. Apos o
processo descrito para a digestdo, as amostras tiveram a determinagéo dos metais realizadas em
um espectrémetro de absor¢édo atdmica de chama (ICE 3000 series, Thermo Scientific, USA).
A quantificacdo foi realizada através da utilizacdo curvas analiticas, construidas com padrdes
de cada elemento, utilizando as seguintes concentracdes em mg/L: Al (10,0 a 50,0), Ca (2,0 a
10,0), Cd (0,6 a 3,0), Cr (2,0 a 10,0), Fe (2,0 2 10,0), K (0,3 a 1,5), Mg (0,1 a 0,5), Mn (0,8 a
4,0), Na (0,2 a 1,0), Pb (3,0 2 15,0) e Zn (0,4 a 2,0).
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4.4 Planejamento experimental aplicado para obtencao dos extratos de geopropolis por
método combinado (agitacao assistida por ultrassom)

Baseando-se na literatura, foi observado que a utilizacdo de um método combinado de
agitacdo seguida de ultrassom é capaz de proporcionar um maior rendimento na extracdo de
compostos fenolicos e flavonoides da prépolis, quando comparado com a extracao realizada
com as mesmas técnicas de forma isolada, conforme observado no trabalho de Pobiega et al.
(2019). Dessa forma, utilizou-se o0 método combinado no presente trabalho, com um tempo fixo
de 30 minutos em ultrassom, devido ser o mais eficiente para esta matéria prima, segundo a
literatura.

Um planejamento experimental foi aplicado para obtencéo dos extratos de geoprépolis,
com o intuito de realizar a otimizacdo da extracdo. Nesta etapa, optou-se por utilizar a amostra
de uma espécie especifica de abelha, com o objetivo de reduzir o tempo da etapa de otimizacéo,
bem como reducdo do uso de equipamentos e solventes (a amostra de urucu cinzenta foi
escolhida de forma aleatéria). O ponto 6timo definido no planejamento experimental foi
aplicado de forma consistente para todas as outras espécies de abelhas analisadas, tanto na
avaliacdo da atividade antimicrobiana quanto nos testes cromatogréaficos. Isso assegura uma
comparacao direta e precisa dos resultados obtidos entre as diferentes espécies, facilitando a
interpretacdo dos dados e a identificagdo de padrdes consistentes ou variaveis nas analises
realizadas.

A determinacdo das variaveis e condicdes utilizadas, foi baseada em literaturas que
utilizaram esse processo para extracdo de compostos bioativos em amostras de prépolis e
geopropolis. Foi utilizado o planejamento composto central (central composite design) com 22
variaveis independentes, sendo elas o tempo de tratamento (1 e 3 dias de agitacdo em
incubadora shaker) e a proporcao massa/volume (10 e 20% de massa de geopropolis), incluindo
2 X 2 pontos axiais + 3 repeti¢cfes no ponto central, constituindo um total de 11 ensaios. As
variaveis dependentes (respostas) foram o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais
e atividade antioxidante (ensaio DPPH). As Tabela 2 e 3 apresentam os niveis de cada variavel

e a matriz experimental, respectivamente.

Tabela 2 - Niveis das variaveis independentes.

Variaveis Niveis
Cadigo - 1,41 -1 0 +1 +a 1,41
X1 0,59 1 2 3 3,41
X 7,93 10 16 20 22,07

Nota: X; = Tempo de agitacdo (dias); X2 = Propor¢do massa/volume (%).
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Tabela 3 - Planejamento experimental aplicado na extragdo por método combinado (agitagcdo assistida por

ultrassom).

Tempo de agitagdo

Ensaios (dias) Proporg&o massa/volume (%)
1 1(1) -1 (10)
2 1(1) +1 (20)
3 +1(3) -1 (10)
4 +1 (3) +1(20)
5 -a 1,41 (0,59) 0 (15)
6 +a 1,41 (3,41) 0 (15)
7 0(2) -0 1,41 (7,93)
8 0(2) +a 1,41 (22,07)
9 0(2) 0 (15)
10 0(2) 0 (15)
11 0(2) 0(15)

A extracdo foi realizada de acordo com metodologia de Pobiega et al. (2019) com

modificacdes. As massas de amostra de gepropolis triturada foram pesadas de acordo com o

planejamento experimental, feita a proporcdo para um volume de 25 mL de etanol a 70%. Os

frascos erlenmeyers contendo as amostras foram levados para uma incubadora shaker de

bancada, da Americanlab, modelo AL- 222 (a 150 rpm) em temperatura de 28 °C, onde

permaneceram de acordo com os tempos determinados no planejamento experimental.

Em seguida as amostras foram sonicadas por um tempo fixo de 30 min, em banho

ultrassénico, da MYLABOR equipamentos, modelo SSBu 3,8 L, na poténcia de 100 watts e

frequéncia de 40 kHz, seguido por resfriamento em banho de gelo. Em seguida, os extratos

foram centrifugados (1780 x g) por 10 min e filtrados por gravidade em papel filtro Whatman

N°. 1, para remover ceras e substancias menos sollveis e armazenados a -18 °C até 0 momento

das analises.
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4.5 Extracdo convencional de geopropolis por agitacdo em shaker

Para efeito de comparacéo, foi realizada uma extracdo convencional, onde o teor de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais foram avaliados e comparados com os resultados
obtidos no planejamento experimental. Para a extragdo convencional pesou-se 2,5 g de amostra
previamente triturada e homogeneizada, que foram transferidas para erlenmeyers de 150 mL.
Em seguida, foram adicionados 25 mL de etanol 70%, obtendo assim uma solugéo final na
proporcéo de 1:10 (p/v).

Os frascos erlenmeyers contendo as amostras foram levados para uma incubadora
shaker de bancada, da Americanlab, modelo AL- 222 (a 150 rpm) em temperatura de 28 °C por
3 dias. Os extratos obtidos foram centrifugados (1780 x g) por 10 min e em seguida filtrados
por gravidade em papel filtro Whatman N°. 1, para remover ceras e substancias menos soluveis

e armazenados a -18 °C até o momento das analises (POBIEGA, K. et al., 2019).

4.6 Teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais

Os teores de compostos fenolicos totais e flavonoides totais foram medidos por métodos
colorimétricos, utilizando o equipamento Thermo Fisher Scientific Oy, Multiskan Go-SN-
1530-8001397, Finlandia. Para estas andlises foram preparadas solugdes padrdo de acido galico
e quercetina, respectivamente. Essas solugdes foram utilizadas para criar curvas de calibragéo,
permitindo a quantificacdo precisa dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais nas

amostras analisadas.

4.6.1 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais nos extratos

Para essa andlise seguiu-se a metodologia proposta por Singleton & Rossi (1965) e
modificada por Pereira et al. (2018). A reacéo foi realizada em uma microplaca de 96 pocos, na
qual foram inseridos 25 L de extrato de geopropolis (sendo feitas diluicbes caso necessario),
posteriormente foram adicionados 125 pL de reagente Folin-Ciocalteu 10%, e deixado reagir
por 2 minutos.

Apds este tempo, foram adicionados 100 mL de carbonato de sddio a 7,5%. A placa foi
levada ao espectrofotdmetro para agitagdo por 30 segundos e em seguida deixada em repouso
por um tempo de 30 minutos. A leitura das absorbancias foi realizada em comprimento de onda
de 765 nm.
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A concentracdo de compostos fenolicos nos extratos foi determinada a partir da equacéo
da reta obtiva na curva padrdo do &cido galico, construida na faixa de concentracdo de 10 a 200
mg/L (y=0,0048x - 0,0483 e R2=0,9969), e os resultados foram expressos em (mg EAG/100g).

Considerando-se nos calculos as diluicdes efetuadas na amostra.

4.6.2 Quantificagdo dos flavonoides totais nos extratos

Os teores de flavonoides totais nos extratos foram quantificados de acordo com o
método descrito por Pekal & Pyrzynska (2014), com modificacdes. Para isso, em uma
microplaca de 96 pocos foram adicionados 115 pL de extrato de geopropolis (sendo feitas
diluicbes caso necessario) e 115 pL de solucdo de AIClz a 2%. A placa foi entdo levada ao
espectrofotbmetro para agitacdo por 30 segundos e em seguida deixada em repouso por um
tempo de 10 minutos. A absorbancia foi entdo medida a 425 nm.

Os teores de flavonoides totais foram calculados a partir da equacédo da reta obtiva na
curva padrdo de quercetina, construida na faixa de concentracdo de 1 a 50 mg/L (y= 0,0167x -
0,0188 e R2=0,9978), e os resultados foram expressos em (mg QE/100g). Considerando-se nos

calculos as diluicdes efetuadas na amostra, multiplicando o resultado por esse fator.

4.7 Determinacdo da capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil)

Os extratos foram submetidos a testes para avaliagdo do potencial antioxidante, através
do método espectrofotométrico DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), descrito por Brand-
Williams; Cuvelier & Berset (1995), com pequenas modificagdes. Os extratos que ficaram
muito concentrados foram diluidos em metanol 70% para se enquadrar na curva padrdo de
trolox, que foi usado como antioxidante padréo.

A reacdo iniciou com a adicdo de 50 pL de solucdo de extrato de geopropolis em uma
placa de 96 pocos, seguida pela adi¢do de 150 pL de solugdo metandlica de DPPH, resultando
em um volume final de 200 pL por poco. A mistura reacional foi incubada no escuro por 40
minutos e a absorbancia foi medida a 540 nm.

Os pogos de controle consistiram em 50 pL de metanol 70% e 150 pL de solugdo de
DPPH. A quantificagdo dos resultados foi realizada através da interpolagdo da absorbancia das
amostras em relagdo a uma curva de calibracdo de trolox, construida na faixa de concentragédo
de 15 a 300 pumol/mL (y= -0,0022x + 0,7599 e R2? = 0,9958), realizada em triplicata. Os

resultados foram expressos em pumol de equivalente de trolox por grama de amostra.


https://www.zotero.org/google-docs/?rKe4Xt
https://www.zotero.org/google-docs/?rKe4Xt
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4.8 Andlises realizadas na condicdo otimizada dos extratos de geopropolis

Os extratos de geopropolis (das trés espécies de abelhas sem ferrdo) elaborados na
condicdo Otima de extracdo, além de terem sido submetidos as analises descritas anteriormente
(compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante pelo método DPPH),
também foram submetidos a andlises adicionais que serdo descritas a seguir, sendo elas a
determinacdo da atividade antioxidante pelos metodos ABTS™ (2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e FRAP (ferric reducing antioxidant power), atividade
antimicrobiana e determinacdo do perfil de compostos volateis por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/MS).

4.8.1 Captura do Radical Livre ABTS™"

O método de captura do radical ABTS™ foi utilizado seguindo a metodologia de Rufino
et al. (2007), com pequenas modificacdes.

O procedimento consistiu em transferir uma aliquota de 30 pL do extrato de
geoprépolis para tubos de ensaio contendo 3,0 mL do radical ABTS™, que foram
homogeneizados em agitador de tubos.

Decorridos 6 minutos, a mistura foi lida em 734 nm, utilizando-se alcool etilico como
branco, para calibrar o espectrofotémetro. Os resultados foram obtidos através interpolacdo da
absorbancia das amostras com a curva de calibracdo de trolox, construida na faixa de
concentracdo de 100 a 2000 uM (y=-0,0003x + 0,6793 e R2= 0,9919), e expressos em (pumol

trolox eq./g de amostra).

4.8.2 Poder redutor de Fe*? (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP foi realizada baseando-se
na metodologia desenvolvida por Benzie & Strain (1996) conforme descrito por Rufino et al.
(2006) com alguns ajustes.

O reagente FRAP é a combinacédo de 25 mL de tampéo acetato 0,3 M, com 2,5 mL da
solugéo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de
cloreto férrico (20 mM).

Para a analise, 90 L de extrato previamente diluido ou do padréo sulfato ferroso foram
pipetados em tubos de ensaio, com posterior adi¢do de 270 pL de agua destilada e misturados

com 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos foram mantidos por 30 minutos em banho-maria a 37
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°C e protegidos da luz. Mensurou-se a absorbancia a 595 nm em espectrofotémetro calibrado
com o reagente FRAP.

Os resultados foram obtidos através interpolacdo da absorbancia das amostras com a
curva de calibracdo do padréo sulfato ferroso, construida na faixa de concentracdo de 100 a
2000 uM (y= 0,0006x + 0,0112 e R?= 0,9937), ¢ expressos em uM equivalentes de sulfato
ferroso por grama de amostra (LM Fe*?/g).

4.8.3 Atividade antimicrobiana in vitro dos extratos de geopropolis

Para esta analise foi utilizado o método conhecido como microdiluicdo em caldo, de
acordo com o protocolo preconizado pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2015) com modificacdes. A avalia¢do do potencial antimicrobiano dos extratos de geoprépolis
foi realizada com testes in vitro frente a duas bactérias, sendo uma gram-negativa: Escherichia
coli (ATCC 25922) e outra gram-positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

4.8.3.1 Ativacdo do in6culo

O indculo bacteriano foi preparado a partir do cultivo prévio das bactérias em placas de
Petri contendo meio especifico, para que se tenha certeza de identificagdo de cada espécie. As
cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), foram
repicadas em placas de petri contendo Agar Mueller-Hinton, e incubadas a 37 °C por 24 horas.

Decorridas essas 24 horas de incubacéo, 3 a 4 unidades formadoras de colbnias dessas
bactérias foram retiradas e transferidas para tubo estéril contendo 1 mL de caldo Mueller-
Hinton. Seguindo-se com o ajuste da sua turbidez em espectrofotbmetro (625 nm), de acordo
com a solucdo padrdo de McFarland de 0,5 (0,09 a 0,11 de absorbancia), correspondendo a
1x108 UFC/mL;

Ap0s esse processo foi realizado uma diluigdo seriada até a obtencéo do inoculo 1x10°
UFC/mL.

4.8.3.2 Determinagdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

Caldo Mueller Hinton foi adicionado as microplacas de 96 pocos e foram processadas
diluicGes seriadas (2,0-0,016 mg/mL) dos extratos de geopropolis da condicdo 6tima, ficando

cada poco com um volume final de 100 pL. Em seguida foram adicionados 100 pL do in6culo
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(1x10° UFC/mL) em cada pogo. Como controle positivo foi utilizado o antibi6tico cloranfenicol
a (250 pg/mL). Em seguida as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Ap0s 24 horas, foi acrescentado 30 pL de resazurina a 0,01% em todos os po¢os da
microplaca, que foi incubada por mais 3 horas, para determinar a CIM.

A CIM é definida como a menor concentragdo do agente antimicrobiano que impede o
crescimento visivel de um microrganismo. Ja a resazurina é um indicador de coloragdo azul,
que sofre dxido-reducéo na presenca de células vidveis (passando de resazurina a resofurina),
tornando-se rosa.

Dessa forma, apds as 3 horas de incubagdo, a manutencdo da cor azul indicara auséncia
de crescimento, enquanto a presenca de coloragdo rosa indicard que houve crescimento
bacteriano. A CIM, foi considerada a menor concentracdo de extrato de geopropolis que pode

proporcionar a inibicdo do crescimento dos microrganismos testados, expressa em (mg/mL).

4.8.3.3 Determinagédo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Foram retirados 10 pL de todos os pocos de coloracdo azul e semeados em placas de
Petri contendo agar Mueller-Hinton.

As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, para posteriormente serem observadas
as Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

A CBM foi definida como a menor concentracao de extrato de geoprépolis que resulta
em auséncia de crescimento ou aparecimento de menos de trés unidades formadoras de

col6nias, o que significa a eliminacao de 99,9% das bactérias, expressa em (mg/mL).

4.8.4 Perfil de compostos volateis dos extratos de geopropolis por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)

A analise GC-MS foi realizada em parceria com o Laboratério de Bioquimica e
Biofisica, do Programa de P6s-Graduagdo em Toxinologia (PPGTox) do Instituto Butantan e a
empresa Shimadzu do Brasil Comércio Ltda. A analise cromatografica foi realizada com o
equipamento GCMS-QP2050, utilizando o autoamostrador AOC-30i e coluna SH-1-5MS (30
m X 0,25 mm x 0,25 um). O programa de temperatura foi de 10 a 330 °C e o tempo total da
corrida foi de 70 minutos, o gas de arraste utilizado foi 0 Hélio a uma taxa de fluxo de 1,20
mL/min. A temperatura do injetor foi de 250 °C.

As amostras nao tiveram necessidade de preparo, apenas transferiu-se uma aliquota de

100 pL dos extratos de geopropolis diretamente para os vials com insert e as injecdes foram
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realizadas através do autoamostrador AOC-30i utilizando o volume de injecdo de 1,0 uL e 0
modo de amostragem para amostras viscosas. A identificacdo dos compostos volateis presentes
nos extratos de geoproépolis foi realizada por meio da comparacgédo do espectro de massas obtidos
em cada amostra, com a biblioteca NIST23 (do inglés, National Institute of Standard and

Technology).

4.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos para todas as andlises realizadas foram avaliados estatisticamente
através da Analise de Varidncia (ANOVA) e teste de Tukey para a determinagdo do teste de
diferenca de médias.

As respostas do planejamento experimental (compostos fendlicos totais, flavonoides
totais e atividade antioxidante) passaram por analise de variancia, sendo feito o teste F de
regressdo e F da falta de ajuste para validacéo destes dados e geracao de superficies de resposta.

As analises foram realizadas com o auxilio do software Statistic (Versdo 7) e o nivel de
confianca adotado foi de 95% (p <0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao fisico-quimica da geopropolis bruta

A Tabela 4 apresenta os resultados da composicao fisico-quimica da geoprépolis
bruta em base seca, expressa em termos percentuais.

Tabela 4 - Composicéo fisico-quimica da geoprépolis bruta.

Umi- Cinzas Lipi-  Protei- Carboi- Teor de  Solidos VET

Amostra  dade (%) deos nas dratos pH Cera Solaveis  (kcal/
(%) ° (%) (%) (%) (%) (%) 1009)

UA 561+ 7383+ 6,16+ 130z 18,72+ 5,95+ 0,16 + 3,02+ 135,48
' 0,312 0,48° 0,48¢ 0,09? 0,25? 0,02° 0,01° 0,02° +4,22°
UBR 5093+ 68,07+ 2526+ 0,99+ 5,68+ 5,96 + 0,45+ 26,35+ 254,06
" 0,142 0,16¢ 0,462 0,05° 0,44° 0,06° 0,042 0,162 + 2,852
e 6,28+ 83,19+ 10,34+ 135% 5,11+ 6,27 £ 0,18+ 3,49+ 118,95
' 0,532 0,66 0,25° 0,09? 0,30° 0,042 0,01° 0,26° + 3,08¢

Fonte: Dados da pesquisa, (2024).

Nota: Médias seguidas de letras iguais ha mesma coluna ndo se diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). U.A:
urucu amarela; U.B.R: urucu boca de renda; U.C; urucu cinzenta; pH: potencial hidrogeni6nico; VET: valor
energetico total.

O teor de umidade nas amostras variou de 5,61 a 6,28%, estando de acordo com 0s
limites estabelecidos pela legislacdo brasileira para a propolis de Apis melifera, que estabelece
o valor maximo de 8%. Valores similares foram encontrados por Aradjo et al. (2016), que
realizaram um estudo comparando a geoprépolis de abelhas sem ferrdo (M. scutellaris e M.
fasciculata) com a prépolis de A. melifera e obtiveram valores variando de 2,94 a 6,97%.

Com relacdo ao teor de cinzas, os valores observados no presente trabalho (68,07 a
83,19%) ficaram muito acima dos limites estabelecidos pela legislagdo brasileira para a prépolis
de Apis melifera, para a qual o limite maximo é de 5%, porém ficaram préximos aos valores
encontrados por Cruz et al. (2020), que obtiveram o valor de 73,78% ao analisar a geoprépolis
de Melipona scutellaris. Os autores atribuem esses valores elevados ao fato de que a
geopropolis é uma mistura de argila/terra e resina, o que faz com que seu teor de cinzas seja
consequentemente maior.

Ferreira et al. (2020) encontraram valores de cinzas de 77,51 a 80,18 para geoprépolis
de Melipona mondury, 51,97 a 66,01 para Melipona quadrifasciata e 70,17 a 78,29 para
Melipona scutellaris, atribuindo esses valores mais uma vez as proprias caracteristicas de
composicao dessa matriz.

Manta (2022) ressalta o fato de que o padrdo de qualidade atualmente em vigor na

legislacdo brasileira foi desenvolvido especificamente para a propolis de Apis mellifera e que a
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geopropolis das abelhas nativas apresenta em sua composicao caracteristicas e propriedades
particulares, sendo necessario atualizar a legislacdo existente para definir um padrdo de
identidade e qualidade especifico para a geopropolis de abelhas sem ferrdo.

O teor de lipideos da geopropolis foi estatisticamente diferente entre as trés espécies,
sendo que os valores para a urugu amarela e urugu cinzenta, ficaram mais préximos, com 0s
respectivos valores de 6,16 e 10,34%, porém para a urucu boca de renda o valor foi bem mais
elevado (25,26%), o que provavelmente esta relacionado a diferentes fontes vegetais de coleta
de resina.

O valor de proteinas encontrado para a espécie urugu boca de renda (0,99%) diferiu
estatisticamente dos valores observados para urugu amarela e urugu cinzenta, que tiveram as
respectivos teores de 1,30 e 1,35%. Em relacdo ao teor de carboidratos, a geoprépolis de urucu
amarela apresentou um percentual bem mais elevado (18,72%) quando comparado com 0s
valores obtidos para urucu boca de renda (5,68%) e urugu cinzenta (5,11%). Esses resultados
enfatizam que apesar de estarem localizadas no mesmo ambiente, essas espécies produzem
geopropolis com caracteristicas fisico-quimicas distintas.

Na analise de pH a diferenca foi observada para a espécie urugu cinzenta, que diferiu
estatisticamente das demais, apresentando um valor mais proximo da neutralidade (6,27),
enquanto urugu amarela e urucu boca de apresentaram resultados semelhantes, com valores de
5,95 e 5,96, respectivamente. Resultados mais baixos de pH foram relatados por Coutinho et
al. (2023), que obtiveram valores de pH variando entre 4,1 e 4,2 para geopropolis de Melipona
scutellaris.

Para o teor de cera foram observados valores oscilando entre 0,16 e 0,45%, estando
dentro dos valores estabelecidos na legislagdo brasileira (maximo 25%) e préximo aos valores
descritos por Araujo et al. (2016), que obtiveram os valores de 0,95 e 4,33% para a geoprépolis
de M. fasciculata e M. scutellaris, respectivamente.

Os autores ainda explicam que amostras com menores teores de cera (0 que foi
observado na geopropolis abelhas Meliponinae, devido a presenca de argila e terra em sua
composic¢do) sdo preferiveis quando ha o interesse em extrair compostos fendlicos desse tipo
de matriz, uma vez que os compostos fendlicos ndo estdo presentes na cera.

O teor de solidos soltveis das amostras provenientes das espécies urugu amarela e urucu
cinzenta foi estatisticamente semelhante, apresentando valores de 3,02 e 3,49%, enquanto a
amostra de urucu boca de renda foi a que apresentou resultados mais elevados (26,35%), o que

provavelmente esta relacionado com o elevado teor de lipideos encontrado nessa amostra,
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resultando em um aumento na sua taxa de solubilizacdo devido a uma maior afinidade entre
esse componente e o solvente.

Teores mais elevados de solidos solveis foram encontrados por Ferreira et al. (2017),
que obtiveram o valor de 55% ao analisar a propolis da abelha sem ferrdo Scaptotrigona postica,
assim como também no trabalho de Abduh et al. (2020) que obtiveram teor de sélidos sollveis
variando de 40,8 a 69,2% na propolis da abelha sem ferrdo Tetragonula laeviceps, o que
provavelmente estd relacionado ao fato dessas espécies de abelhas sem ferrdo produzirem
prépolis, que possui um teor maior de resinas, aumentando a sua solubilidade quando
comparada com a geopropolis.

Em relacdo ao valor energético total, foi verificado houve diferenga entre as trés
amostras, sendo que o maior valor foi observado na amostra proveniente da abelha urucu boca
de renda, com valor de 254,06 kcal/100g, o que mais uma vez deve-se ao seu elevado teor de
lipideos, quando comparado as demais amostras. Em seguida temos a amostra de urugu amarela,
com valor de 135,48 kcal/100g, estando relacionado com o seu elevado teor de carboidratos, e

por Gltimo, a amostra de urugu cinzenta, com valor de 118,95 kcal/100g.

5.2 Composi¢do mineral da geopropolis bruta

A Tabela 5, apresenta os resultados obtidos na analise de minerais, em base imida.

Tabela 5 - Composicdo mineral da geoprdpolis bruta.

Elemento (mg/Kg) U.A U.B.R u.cC
Fe 4391,39 + 204,10° 6044,44 + 55,61° 7733,36 + 208,872
Zn 2,30 £ 0,08° 0,22 +0,01° 6,63 + 0,352
Mn 8,74 +£0,09° 8,27+0,17° 9,39 + 0,362
Na <LOD <LOD 105,43 £ 2,97
K 641,12 + 11,032 345,17 + 3,52° 548,61 + 18,83°
Al 7019,81 + 105,08¢ 14251,29 + 154,53P 16106,88 + 814,007
Mg 179,03 +1,13° 111,95 + 15,61° 256,11 + 4,512
Ca 210,71 + 16,91° 120,80 + 1,63° 618,91 + 15,82°
Cr <LOD <LOD 10,50 + 0,09
Cd <LOD <LOD <LOD
Pb <LOD <LOD <LOD

Fonte: Dados da pesquisa, (2024).

Nota: Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de tukey (p<0,05). U.A:
urucu amarela; U.B.R: urucu boca de renda; U.C; urugu cinzenta; <LOD: Abaixo do limite de deteccéo.
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A maioria dos elementos identificados estavam presentes em maior quantidade na
amostra proveniente da espécie urugu cinzenta, exceto o potéssio (K) que esteve presente em
maior quantidade na amostra da espécie urucu amarela.

Pode ser verificado ainda que estes valores possuem uma grande relacdo com o teor de
cinzas observados nas amostras, que foram na ordem de U.C>U.A>U.B.R (conforme mostrado
anteriormente na Tabela 4), visto que a quantidade dos elementos identificados na analise de
minerais também seguiu essa ordem, na maioria dos casos.

Os dois elementos presentes em maior quantidade nas trés amostras de geopropolis bruta
foram o aluminio (Al) e o ferro (Fe) que apresentaram quantidades variando de 7019,81 a
16106,88 (mg/Kg) e 4391,39 a 7733,36 (mg/Kg), respectivamente. No trabalho de Bonsucesso
et al. (2018) que avaliaram a geoprépolis da abelha Melipona scutellaris, o Fe foi o elemento
encontrado em maior quantidade, o que segundo os autores pode ser atribuido a sua abundancia
natural no solo incorporado na geoprapolis.

Semelhante ao que foi verificado em nosso trabalho, Ferreira et al. (2021), também
relataram que o Al (20414,40 a 36911,11 mg/Kg) e o Fe (11536,47 a 21973,96 mg/Kg) foram
os elementos que estavam presentes em maior quantidade nas amostras de geooprépolis da
abelha Melipona quadrifasciata anthidioides.

Segundo os autores 0 Al esta presente na dieta humana em niveis moderados, na qual
sua ingestdo diaria é inferior a 15 mg, entretanto, também pode ser toxico para 0s organismos
vivos quando ingerido em concentracdes elevadas. Com relacdo ao Fe, é um elemento
importante para a manutencdo da homeostase celular, incluindo transporte de oxigénio e
elétrons, além da sintese de &cidos nucléicos em diversos organismos. Além disso, semelhante
ao presente trabalho também foi constatado a presenca de micro elementos essenciais, como
Manganés e Zinco (FERREIRA et al., 2021).

De acordo com Abdullah et al. (2020) em geral, os principais elementos minerais da
prépolis sdo K, Mg, Ca, Mn, Na e Al, demonstrando que a propolis € uma matriz muito rica em
relacdo a esses elementos minerais. Porém, a sequéncia que vai da maior para a menor
guantidade desses elementos depende da espécie de abelha sem ferrdo, bem como da origem
geografica.

Dentre 0os metais potencialmente toxicos avaliados (cromo, cadmio e chumbo), foi
verificado que Cd e Pb apresentaram valores abaixo do limite de detec¢do em todas as amostras,
enquanto o Cr foi quantificado apenas na amostra U.C, na quantidade de 10,50 mg/Kg, sendo
importante a avaliacdo deste elemento em amostras coletadas em diferentes estacoes, afim de

identificar se esse resultado se repete ao longo do ano ou se € algo pontual.
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Segundo Chen et al. (2018) o cromo é um elemento que pode interagir com o DNA ou
proteinas, exercendo efeito toxico e prejudicial ao organismo humano, além disso, a
superexposicdo ao cromo através da ingestdo de alimentos contaminados pode levar ao
surgimento de cancer e doencas degenerativas devido a indugdo do estresse oxidativo.

Por este motivo torna-se essencial a avaliacdo do perfil mineral, a partir do qual é
possivel dispor de matérias primas de qualidade. Souza et al. (2024) estudaram a geopropolis
de Melipona scutellaris, na qual foram encontrados niveis indetectaveis de elementos toxicos,
0 que indica alta qualidade das amostras e do ambiente, sendo um fator importante para a
valorizagdo econdmica desse material.

Os minerais desempenham um papel crucial no organismo humano, porém, dependendo
de suas quantidades e caracteristicas, eles podem ser considerados toxicos e prejudiciais a
salde. O teor de minerais na geopropolis esta diretamente relacionado a composi¢do do solo ao
redor das colmeias. Portanto, a caracterizacdo mineral deste produto da meliponicultura pode
servir como um indicador util para avaliar o nivel de poluigdo ambiental, especialmente
considerando a concentracdo de metais potencialmente tdxicos acumulados (FERREIRA,
2018).

Conforme discutido por Bonsucesso et al. (2018), a analise dos minerais presentes na
geopropolis pode eventualmente ser empregada para distinguir amostras de acordo com a regido
geogréfica em que as colmeias estdo localizadas. 1sso se mostra um parametro significativo na
definicdo de padrBes de identidade e qualidade deste produto, fornecendo informacGes

importantes sobre sua origem e potencial influéncia ambiental.

5.3 Teor de compostos bioativos e atividade antioxidante dos extratos de geopropolis

obtidos no planejamento experimental

A Tabela 6 expressa os resultados do planejamento experimental aplicado na extracao
combinada (agitacéo assistida por ultrassom).

Conforme pode ser observado, as alteragdes nos niveis das varidveis independentes
realmente exercem efeitos sobre respostas, uma vez que ao avaliar os diferentes ensaios,
percebe-se que houve diferencas significativas nas trés variaveis dependentes estudadas (p <
0,05).

Com relacdo ao teor de compostos fenolicos totais (CFT), os valores ficaram situados
entre 2179,77 e 7302,74 (mg EAG/100g), sendo que os melhores resultados ocorreram nos
ensaios 1 e 7. O ensaio 1 é a condicdo que utiliza o tempo de agitacdo de 1 dia e 10% de
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proporcdo massa/volume enquanto o ensaio 7 utilizou o ponto central para o tempo (2 dias) e a
menor massa de todo o planejamento experimental (7,9%). O fato de os melhores resultados
estarem atrelados as menores massas, indica que para a faixa estudada, ao aumentar a
concentracdo de sélidos houve uma diminuicdo da solubilizacdo, devido ao liquido reacional
conter menos solvente dificultando o processo de transferéncia de massa da parte sélida para a
fracdo liquida.

Tabela 6 - Resultados das analises do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante (ensaio DPPH) obtidos no planejamento experimental para a amostra da abelha urugu cinzenta.

Ensaios zzrﬂgga%e mzsr:ae?/g?s&e CFT (mg FT (mg Ensaio DPPH
(dias) (%) EAG/100g) QE/100g9) (umol trolox eq./g)

1 -1(1) -1 (10) 7302,74 + 153,712 202,80 +6,44% 151533 + 12,90°
2 -1(1) +1 (20) 2179,77 +£103,14" 50,09 + 2,16¢ 513,59 + 4,38
3 +1(3) -1(10) 4706,44 + 68,00° 160,76 + 3,60° 1143,03 + 6,86°
4 +1 (3) +1 (20) 3649,51 + 169,58%F 138,79 + 1,93¢ 720,14 £9,65
5 -a 1,41 (0,59) 0 (15) 3901,05 + 147,16% 98,14 + 3,76¢ 816,37 + 2,49¢
6 +a 1,41 (3,41) 0 (15) 4186,91 +109,44% 154,68 + 2,62° 795,61 + 11,95¢
7 0(2) -a 1,41 (7,92) 5061,18 + 114,06 152,04 + 0,65" 1029,91 + 9,35¢
8 0(2) +a 1,41 (22,07) 2698,90 + 81,93¢ 153,96 + 3,30° 565,95 * 6,18"
9 0(2) 0 (15) 3371,93 + 37,23f 153,37 £ 2,67° 745,02 + 17,92°F
10 0(2) 0 (15) 3443,29 + 70,12 133,38 + 2,09° 759,13 + 7,59¢
11 0(2) 0 (15) 3592,13 + 66,68%" 139,31 +2,21° 709,36 + 15,849

Fonte: Dados da pesquisa, (2024).

Nota: médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de tukey (p<0,05). CFT:
Compostos Fendlicos Totais; FT: Flavonoides totais, DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl.

Para os flavonoides totais (FT), a melhor condigdo também foi encontrada no ensaio 1
(202,80 mg QE/100g), enquanto o ensaio 2 foi 0 menos eficiente (50,09 mg QE/100g), ambos
utilizaram mesmo tempo de agitacdo, entretanto o ensaio 1 continha 10% de proporcao
massa/volume e o0 ensaio 2 continha 20%, assim, o melhor resultado foi encontrado para a
condigdo de menor tempo e menor propor¢ao massa/volume, devido novamente a diminui¢ao

da solubilizacdo conforme ocorre o0 aumento de massa.
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Torres et al. (2018) avaliaram extratos de propolis e geopropolis de duas espécies de
abelhas sem ferréo, encontrando valores de CFT iguais a 126 e 387 mg de GAE/100g, enquanto
o0 teor de flavonoides foi de 15 e 14 mg QE/100g para Tetragonisca angustula e Melipona
quadrifasciata quadrifasciata, respectivamente. Esses valores foram mais baixos quando
comparados aos resultados encontrados no presente trabalho para os extratos obtidos por
agitacdo combinada com ultrassom, provavelmente em funcdo do método de extracdo utilizado
pelos autores (sob agitacdo a 70°C por 30 min), assim como outros fatores, incluindo espécie
de abelha, local e época de colheita das amostras.

A Figura 7 apresenta o percentual de extracdo de compostos fendlicos e flavonoides
obtidos para os ensaios do planejamento experimental, em comparacdo ao extrato de
geopraépolis de urucu cinzenta, obtido pelo método convencional (descrita no item 4.5), no qual
foram obtidos valores de 2472,52 (mg EAG/100g) para CFT e 59,88 (mg QE/100g) para FT.

Figura 7 - Percentual de extracdo de compostos fenélicos (CFT) e flavonoides totais (FT) obtidos nos ensaios do
planejamento experimental em comparagdo com o extrato obtido por método convencional.
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Fonte: Dados da pesquisa, (2024).

A extragdo assistida por ultrassom elevou consideravelmente o rendimento de
compostos bioativos, estando entre 88 e 295% para os compostos fendlicos e 84 a 339% para
os flavonoides, sendo interessante observar que, com exce¢do do ensaio 2, todos os demais
ensaios apresentaram rendimento acima de 100%.

A melhora no rendimento da extragéo assistida por ultrassom, segundo Chemat et al.
(2017), deve-se a implosdo de bolhas de cavitagdo no meio liquido, o que leva a
macroturbuléncias e a uma micromistura, com fragmentacdo da matriz e maior contato com o
solvente.

Medina-Jaramillo et al. (2022), avaliaram extratos de propolis e geopropolis de trés
especies de abelhas sem ferrdo (Tetragonisca angustula, Melipona eburnea e Scaptotrigona
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spp), verificando que o teor de compostos fenolicos dos extratos obtido por extracdo
convencional para as trés respectivas espécies, passou de 545, 35 e 141 (mgGAE/100g) para
732, 52 e 148 ao utilizar a extracdo por ultrassom, o que indica que essa técnica pode ser
considerada uma importante alternativa para aumentar o rendimento de extracdo da prépolis
bruta, sem alterar suas propriedades fisicas.

A alta performance exercida pela técnica de ultrassom também refletiu em bons
resultados no ensaio DPPH, conforme observado anteriormente na Tabela 6, onde todos os
ensaios exerceram atividade antioxidante, que variou de 513,59 a 1515,33 umol trolox eq./g de
amostra bruta, sendo os melhores resultados encontrados nos ensaios 1, 3 e 7, demostrando que
seu valor esta diretamente ligado ao teor de CFT e FT, que foram mais elevados nesses ensaios.

Asem et al. (2020) avaliaram o potencial antioxidante da propolis de trés espécies de
abelhas sem ferrdo, sendo elas, Tetrigona apicalis, Heterotrigona itama e Geniotrigona
thoracica, utilizando diferentes métodos, os resultados mostram que todos 0s extratos de
avaliados foram ativos contra as atividades de eliminacdo de DPPH e ABTS, no entanto, a
amostra de G. thoracica que possuia os maiores teores de compostos fenélicos e flavonoides
totais foi a que apresentou a maior capacidade antioxidante equivalente Trolox, em ambos 0s

ensaios.

5.4 Analise estatistica do planejamento experimental

A Figura 8 apresenta os valores absolutos dos efeitos exercidos pelas variaveis
independentes e suas interacdes sobre as diferentes respostas do planejamento experimental, ao
nivel de 95% de significancia (p < 0,05).

Em relacdo ao teor de CFT, percebe-se que com excec¢do do tempo de agitacéo linear,
todas as demais variaveis apresentaram efeito significativo. A proporcdo massa/volume linear
com valor de -29,960 foi a que exerceu maior influéncia na resposta, seu valor negativo indica
que o0 aumento dessa concentracdo promove uma diminui¢do no teor de compostos fenolicos,
estando de acordo com observado anteriormente na Tabela 6, onde verifica-se que as menores
proporcOes de massa/volume resultaram nos maiores valores de CFT.

A interacdo 1L*2L apresentou-se como a segunda mais influente, com valor de 18,0956,
indicando que a interacao entre as duas variaveis independentes estudadas é capaz de promover
0 aumento da resposta. Em seguida temos as varidveis tempo de agitacdo e proporcao

massa/volume quadraticas, indicando que ha uma regido onde a resposta sera maxima, ou seja,
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a mudanca nos valores dessas varidveis é capaz aumentar a resposta, porém chega a um limite
(regido maxima), a partir do qual a resposta comeca a decrescer.

Para o teor de FT o grafico mostra que apenas as variaveis lineares e a interagdo 1L*2L
foram significativas, sendo esta ultima a que mais interfere na resposta, com valor de 6,367.
Ambeas as variaveis quadraticas ndo foram significativas, assim foram removidas no momento
de gerar a ANOVA, resultando em um modelo de primeira ordem, conforme expresso na Tabela
7.

Figura 8 - Efeitos estipulados pelo gréafico de Pareto em funcéo das variaveis independentes e suas interacdes
para a obtencédo das respostas do planejamento experimental.
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Nota: (a) compostos fendlicos totais; (b) flavonoides totais e (c) atividade antioxidante (ensaio DPPH).

As variaveis com efeito significativo na atividade antioxidante, foram a propor¢éo
massa/volume linear com valor de -28,6799, a interacdo 1L*2L, com valor de 11,28327, o
tempo de agitagdo quadratico, com valor de 7,118854 e a propor¢do massa/volume quadrética,
com valor de 6,745462, resultado em um modelo de segunda ordem. O efeito do tempo de

agitacéo linear influenciou de forma negativa (-2,68925), porém n&o foi significativo.
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A Tabela 7, apresenta os dados da anlise de variancia (ANOVA) ao nivel de 95% de

significancia (p < 0,05), ap6s a reparametrizacdo (parametros ndo significativos foram

removidos).

Tabela 7 - Resultados da analise de variancia (p<0,05) para as respostas obtidas no planejamento experimental.

Fonte de variagdo SQ GL MQ F calc. F b Modelo
(p<0,05)
(a)
Regressao 16690661,57 4 417266539 13,27 4,53 CFT=411,83.X1%
. 1190,08.X2+329,86.X2
Residuos 1886213,73 6 314368,96 241016,51.X1.X2+3469
Falta de ajuste 1860969,19 4 465242,30 36,86 19,25 12
Erro puro 25245,55 2 12622,27
Total 18576875,30 10
% de variacdo 0
explicada (R?) 89.85%
O gy
o maxima de 99,86%
variacdo explicavel
(b)
Regress&o 9973,77 3 3324,59 4,64 4,35 FT=15,83.X1-
i 21,50.X2+32,69.X1.X2
Residuos 5016,33 7 716,62 +139,76
Falta de ajuste 4805,51 5 961,10 9,12 19,3
Erro puro 210,82 2 105,41
Total 14990,10 10
% de variacdo 0
explicada (R?) 66,54%
0, Avi
6 maxima de 98,59%
variacdo explicavel
(©
Regressio 673895,18 4 16847380 7,18 4,53 Ativ. Antioxidante
. (DPPH)=76,842.X12-
Residuos 140748,23 6 23458,04 260,095.X2+72,811.X2
2
Falta de ajuste 13943230 4 3485808 52908 1925 +144,713é§<71.x2+737,
Erro puro 1315,93 2 657,96
Total 814643,41 10
% de variagao 0
explicada (R?) 82.12%
O rdvi
Y% méaxima de 99.84%

variacéo explicavel

Fonte: Dados da Pesquisa, (2024).
Nota: CFT: Compostos Fendlicos Totais; FT: Flavonoides totais; DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl.

Os resultados dos testes F realizados em fungdo da significancia das condi¢bes

experimentais para a extracdo de CFT do extrato de geoprdpolis mostram que o F calculado da
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regresséo (13,27) foi maior do que o F tabelado (4,53), indicando que o modelo foi significativo
ao nivel de significancia de 95% (p<0,05), porém, o F calculado da falta de ajuste (36,86) foi
maior que o F tabelado. Dessa forma, o0 modelo obtido ndo é capaz de predizer respostas que
estejam além da faixa de estudo, sendo considerado significativo, mas ndo preditivo, podendo
ser usado apenas como indicador de tendéncia.

Para o teor de FT o valor calculado do F para a regressao (4,64) foi superior ao valor
tabelado (4,35), enquanto o valor calculado para a falta de ajuste (9,12) foi inferior ao valor
tabelado (19,3), porém o F para a regressdo ndo foi de quatro a cinco vezes maior que o F
tabelado. Portanto, o0 modelo foi considerado significativo a um nivel de confianga de 95%. No
entanto, embora significativo, 0 modelo ndo pode ser utilizado para fins preditivos precisos,
sendo mais apropriado para indicar tendéncias dentro da faixa de estudo realizada no presente
trabalho.

Em relacdo a atividade antioxidante, a analise mostra que o modelo obtido foi
significativo, sendo o F calculado da regresséo (7,18), maior que o F tabelado (4,53), porém ao
verificar o teste para a falta de ajuste € observado que o F calculado (52,97) foi maior que o F
tabelado (19,25), sendo assim o modelo apresentou falta de ajuste.

Quando um modelo apresenta falta de ajuste em um planejamento experimental,
significa que ele ndo consegue explicar adequadamente a variagdo nos dados que nao pode ser
atribuida ao erro experimental. Esse tipo de situacdo ocorre quando ha padrées nos dados que
0 modelo ndo consegue capturar, indicando que a relacdo entre as varidveis de entrada e a
resposta ndo € linear ou ndo esta bem representada pelo modelo escolhido. Isso pode ocorrer
por diversos motivos, como a presenca de variaveis nao consideradas no modelo, interacdes
complexas entre os fatores, ou mesmo uma inadequacdo do préprio modelo matematico
escolhido para descrever o sistema estudado.

Porém, o modelo sera utilizado no presente trabalho somente para a faixa de estudo, no
entanto, deve-se ser transparente sobre as limitagdes do modelo e interpretar seus resultados
com cautela.

As superficies de contorno foram geradas em fungéo da proporgdo massa/volume e do
tempo de agitacéo, e estdo dispostas na Figura 9.

Ao analisar a figura é claramente perceptivel o quanto que a propor¢do massa/volume é
importante na obtencao do teor de CFT, visto que os melhores resultados (em vermelho escuro)
foram encontrados ao utilizar as menores propor¢des de massa (10%). Embora o tempo néo
tenha exercido grande interferéncia na resposta, € possivel perceber, que tempos menores, sdo

ligeiramente mais favoraveis.
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Figura 9 - Curvas de contorno para analise das respostas obtidas no planejamento experimental.
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Nota: (a) compostos fendlicos totais; (b) flavonoides totais e (c) atividade antioxidante (ensaio DPPH).

Verifica-se que a superficie de contorno para o teor de flavonoides totais aparentemente
apresenta duas regides distintas para os melhores resultados, a primeira localizada na intersecao
entre 0s menores niveis das variaveis (menores tempos e menores propor¢des de massa) e a
segunda nas regiGes de maiores niveis, entretanto ao fazer uma correlacdo com a Tabela 6, é
claramente perceptivel que a melhor regido seria a primeira, um vez que a intercessdo entre 0s
menores niveis (ensaio 1) resultou no valor de 202,80 (mg QE/100g), enquanto a intercessao
entre 0s maiores niveis (ensaio 4), resultaram em um valor bem menor, de apenas 138,79 (mg
QE/100g).

Para a atividade antioxidante, é possivel perceber que a proporcao massa/volume é mais
uma vez a variavel que mais interfere na resposta, onde os melhores resultados (em vermelho
escuro) estdo localizados nas regides com menores proporgdes de massa. Com relagdo ao tempo
de agitacdo é visto que ndo ha uma grande mudanca na resposta ao percorrer os diferentes niveis

estudados, indicando que esta variavel teve pouca influéncia na resposta.
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Foi utilizada a funcao desejabilidade, cujos os graficos apresentados na Figura 10 tém o
objetivo de fornecer os melhores valores de cada variavel e assim, realizar a otimiza¢do do
processo.

Os graficos de cima representam o comportamento predito pelo modelo e os da linha de
baixo mostram as melhores condi¢fes via desejabilidade, nos quais as linhas vermelhas
mostram as condic¢des étimas para cada varidvel individualmente.

Figura 10 - Perfil de valores preditos e desejabilidade para otimizacdo do tempo de agitacdo (dias) e proporcéo
massa/volume (%) para extracdo de geoprépolis utilizando agitagdo assistida por ultrassom.

Tempo de agitacao (dias) Proporcao massa/volume (%) Desirability
90000 ‘
[ Moy B
Ll PR S S e e e e =
: g e i {ama13 5 2
b E3S ] g
R 1 o
g U;- 121798 =
1000,0 : :
260.00 : . : . — — -
N G i 1 L5 o
191,05 {Mf——-{f ----- T = F e e e 202,80 8
R I T e S . =
g 5 F iEI 1 112645 = £
H g 1 1 oo
S et 150000 £
0,0000 - — ]
1800,0 :
! : 153 5 5
BB g ] P T L T S T [ R g%
; 1 R LA 10145 = 2
L H 'I-~,___ - 4 L ’__,-* 4 i; _,:,
Ty % 1561359 & &
200,00 : :
B S s o L EEEE e .
. e N =
‘o é
- o
0. (]
=
/58579 34142 7,9280 22,071

A funcéo desejabilidade apresentou valor 0,83524 que significa que pode predizer os
termos observados para a faixa deste estudo, onde podemos ainda trabalhar com condig¢des mais
econdmicas para 0 processo.

Os resultados mostram que a melhor resposta predita pelo modelo para o teor de
compostos fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante seria alcangada utilizando os
menores valores da variavel tempo de agitacdo, como existe mais de um valor possivel, optou-

se por utilizar o menor tempo, uma vez que resultara na obtencdo mais rapida do produto e
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menor gasto de energia durante a elaboragdo do extrato (reduzindo os custos do processo).
Referente a variavel propor¢do massa/volume a melhor condi¢do em todos os casos avaliados,
foi obtida utilizando seu menor valor.

Dessa forma, a funcéo desejabilidade apontou as melhores condicdes de extracao, que
foi encontrada utilizando-se o tempo de agitacdo de 0,59 dias (aproximadamente 14 horas) e
7,92% de massa de geopropolis, no qual os valores preditos para CFT, FT e atividade
antioxidante (DPPH), respectivamente, foram de 6231,8 (mg EAG/100g), 191,05 (mg
QE/100g) e 1313,1 (umol trolox eq./q).

Na sequéncia, foi realizada a extracdo na condicdo 6tima (para a geoprépolis das trés
espécies de abelhas sem ferrdo do estudo), na qual as varidveis respostas foram novamente
avaliadas, bem como foi realizado mais dois testes de atividade antioxidante (ABTS e FRAP),

tendo seus resultados expressos na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados das andlises do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante obtidos na condigéo 6tima.

Ensaio DPPH Ensaio ABTS Ensaio FRAP

Amostra E(,:AFG-I;l((;T(]Jg) QFE'I;l((;Tag) (umol trolox  (umol trolox  (umol Sulfato
g g eq./g) eq./g) ferroso eq./g)
1537,66 £ 1773,56 £ 707441 £
a b ’ ’ )
UA 13019,19 + 186,56 190,31 £ 2,61 19,52° 6.52° 215.73°
905,90 + 889,79 +
UB.R 5491,1 + 446,33° 2498,02 + 78,242 25 34¢ 726,67 £ 4,71° 24 62
1079,92 + 1132,93 £ 442592 +
b b ’ 1 )
u.C 7367,57 + 155,59 219,57 £5,49 9,45 10,920 69.08"

Fonte: Dados da Pesquisa, (2024).
Nota: Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de tukey (p<0,05). U.A: urugu

amarela; U.B.R: urugu boca de renda; U.C; urugu cinzenta; CFT: Compostos Fendlicos Totais; FT: Flavonoides
totais; DPPH: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS: acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico);
FRAP: poder antioxidante de redugéo do ferro.

O ponto 6timo da amostra de U.C apresentou erros abaixo de 20% sendo considerado
um nivel de confianga de 80% devido a limitacGes do modelo devido ao seu uso apenas a
indicacdes de tendéncias e também pela falta de ajuste do modelo matematico, mas ainda assim,
pode-se obter valores satisfatorios gerados a partir do planejamento, sendo os valores
encontrados para CFT e FT superiores ao que foi previsto na desejabilidade, que previa os
valores de 6231,80 mg EAG/100g) para CFT e 191,05 (mg QE/100g) para CFT. Esta condi¢do
encontrada no planejamento foi utilizada nas demais espécies, onde os resultados também estéo

expressos na Tabela 8.
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Todas as amostras apresentaram atividades antioxidantes, sendo observado que com
excecdo da amostra U.B.R, as demais apresentaram valores mais elevados nos ensaios ABTS e
FRAP, quando comparado ao método do DPPH. Comportamento similar foi verificado no
estudo de Kasote et al. (2019), em que todas as sete amostras de extratos de préopolis de abelhas
sem ferrdo estudadas apresentaram atividades antioxidantes mais altas no ensaio ABTS do que
no método DPPH, o que pode ser atribuido a capacidade do radical ABTS em reagir com uma
gama mais ampla de antioxidantes fenodlicos, incluindo hidrofilicos e lipofilicos.

Rubinho et al. (2020) analisaram a composi¢do quimica da geopropolis de Melipona
quadrifasciata anthidioides e avaliaram a sua capacidade antioxidante por meio de diferentes
ensaios tais como DPPH, ABTS, FRAP e ORAC, os autores relacionaram a capacidade
antioxidante observada nas amostras a presenca de flavonoides e acidos fendlicos identificados
durante o estudo.

Silva, P. et al. (2020) avaliaram a atividade antioxidante de diferentes amostras de
geopropolis de mandagaia (Melipona mandacaia), constatando que o extrato etandlico com
melhor desempenho nos ensaios de sequestro de DPPH e ABTS foi 0 que continha a maior
valor de compostos fenolicos totais (213,89 mg EAG/g), que de acordo com 0s autores, S0 0S
responsaveis pela sua agdo antioxidante.

Ramon-Sierra et al. (2019) constataram que o extrato etandlico da geoproépolis de
Melipona beecheii possui potencial antioxidante, sendo verificada sua acdo por pelo menos
dois mecanismo: a captacdo de radicais livres (DPPH) e a reducdo de ions metalicos em solugédo
(poder redutor do Ferro), que mais uma vez foi atribuida a presenca de quantidades
significativas de compostos bioativos analisados, sendo eles o teor de compostos fenolicos
totais, flavonoides totais e flavanonas totainas-diidroflavonais.

5.5 Atividade antimicrobiana

Os resultados da anélise de contrag&o inibitoria minima dos extratos de geopropolis na
condicgdo Otima sdo mostrados na Figura 11. Observou-se que nenhuma das concentracdes dos
extratos testados foi capaz de inibir o crescimento da bactéria E. coli evidenciado pelo
aparecimento da coloracédo rosa (conforme apresenta a Figura 11 a).

O extrato de geoprépolis da abelha urugu boca de renda nas concentracées de 2,0 e 1,0
mg/mL, bem como o extrato de geopropolis da abelha urucu cinzenta na contracdo de 2,0
mg/mL, conseguiram inibir o crescimento da bactéria S. aureus, conforme mostra a Figura 11

b. Nesta placa também foi possivel perceber que a geoprdpolis de urucu boca de renda na


https://www.zotero.org/google-docs/?g5dWPP
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concentracéo de 0,5 mg/mL apresentava uma coloracao diferente, por este motivo optou-se por
repetir o teste para S. aureus, com objetivo de confirmar esse resultado (com concentracdo
inicial dos extratos de 1,0 mg/mL), conforme visto na Figura 11 c.

Figura 11 - Contracéo inibitéria minima dos extratos de geopropolis.

@ ®)
PRSI L

Nota: (a) placa de E. coli ; (b) placa de S. aureus e (c) placa de S aureus (repeti¢do a partir de 1 mg/mL de
extrato). U.A: urucu amarela; U.B.R: urucu boca de renda e U.C: urugu cinzenta.

Como resultado final, os extratos provenientes da espécie urucu boca de renda e urugu
cinzenta apresentaram acdo antimicrobiana frente a bactéria S. aureus, exercendo as respectivas
CIM’s, de 0,5 mg/mL (Figura 11 c) e 2,0 mg/mL (Figura 11 b), enquanto o extrato U.A ndo
apresentou atividade antimicrobiana, o que provavelmente esta atrelado ao teor de flavonoides
presentes nas amostras, uma vez que a amostra U.B.R foi a que apresentou a melhor atividade
antimicrobiana e também possuia 0 maior teor de flavonoides totais, conforme foi mostrado
anteriormente na Tabela 8.

Todas as concentragdes dos extratos que inibiram o crescimento de S. aureus passaram

para o ensaio de Concentracdo Bactericida Minima (CBM), apresentado na Figura 12.
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Figura 12 - Contracéo bactericida minima dos extratos de geopropolis.

@) (b)

(©)

Nota: U.B.R: urugu boca de renda e U.C: urugu cinzenta.

Para a espécie urucu boca de renda, a placa com o extrato na concentracdo de 0,5 mg/mL
teve uma elevada quantidade de coldnias (Figura 12 a), na concentracdo de 1,0 mg/mL houve
0 aparecimento de uma quantidade bem menor de coldnias, porém ainda foi superior a 3
colbnias (Figura 12 b), ja a concentracdo de 2,0 mg/mL, resultou no aparecimento de uma
quantidade inferior a 3 colnias, conforme pode ser observado na Figura 12 ¢, confirmando que
esta Ultima concentracdo corresponde a CBM deste extrato.

A CBM do extrato da espécie urugu cinzenta apresentou um valor superior a 2,0 mg/mL,
visto que frequentemente o valor da CBM é maior que o valor da CIM, e como a concentragdo
méaxima testada desse extrato foi 2,0 mg/mL, ndo foi possivel determinar a sua CBM, conforme
visto na Figura 12 d, onde houve um crescimento superior a 3 coldnias na placa de agar Mueller-

Hinton, nesta concentracdo de extrato.
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Rubinho et al. (2020) ao analisarem a geopropolis de Melipona quadrifasciata
anthidioides, obtiveram resultados semelhantes, ao constatarem que o0 extrato testado néo
apresentou acdo frente as bactérias gram-negativas. Entretanto, foi eficiente frente aos
microrganismos gram-positivos (incluindo cepas resistentes), obtendo CIM de 0,06 a 0,12
mg/mL frente a cepa de S. aureus ATCC 6538 e CIM de 0,12 a 0,25 mg/mL frente as cepas
multirresistentes de S. aureus (PFD7, PFD11, PFD13 e PFD14), sendo esses valores menores
do que os encontrados no presente trabalho.

Kasote et al. (2019) avaliaram extratos de sete amostras de propolis de abelha sem ferréo
da India, constatando que todas as amostras foram eficazes contra microrganismos gram-
positivos e leveduras, entretanto apresentaram atividade fraca-moderada contra
microrganismos gram-negativos, especialmente contra E. coli.

Campos et al. (2015), constataram que o extrato de propolis da abelha Tetragonisca
fiebrigi também apresentou maior atividade contra bactérias gram-positivas, com CIM de 0,55;
0,77 e 0,88 mg/mL e MBC de 1,50; 1,75 e 3,8 mg/mL frente as cepas de S. aureus (ATCC
43300); Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Enterococcus faecalis (ATCC 43300),
respectivamente, entretanto foi considerada inativa contra bactérias gram-negativas, uma vez
que os valores de CIM foram superiores a 3,00 mg/mL, frente as cepas de Klebsiella
pneumoniae (ATCC 4352), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Proteus mirabilis
(ATCC 43300).

Torres et al. (2018), avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de geopdpolis da
abelha Melipona quadrifasciata quadrifasciata, constatando que também houve um efeito mais
proeminente do extrato contra bactérias gram-positivas, em compara¢do com bactérias gram-
negativas, podendo estes resultados estarem interligados as caracteristicas da parede celular,
gue € mais complexa nas bactérias gram-negativas.

Por este motivo, os autores realizaram um ensaio de liberacdo de constituintes celulares
para investigar um possivel mecanismo de acdo do extrato de geopropolis, ou seja, avaliaram a
ruptura da membrana celular, o que causaria a liberacéo de grandes moléculas para o0 meio. O
ensaio revelou uma liberagéo significativa de constituintes intracelulares de S. aureus e E. coli,
para 0 meio de incubacdo na presenca do extrato de M. quadrifasciata quadrifasciata (a
liberacdo relativa para S. aureus foi 6,61 vezes maior que o controle, enquanto para E. coli a
liberacdo foi 5,65 vezes maior que o controle), sendo constatado que o extrato foi capaz de

causar lise celular.
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Isidorov et al. (2022) obtiveram CIM mais baixas que as encontradas no presente
trabalho, ao avaliarem prépolis e geopropolis de quatro espécies de abelhas sem ferrdo
(Scaptotrigona postica, Tetragona clavipes, Melipona quadrifasciata quadrifasciata e
Tetragonisca fiebrigi), onde a CIM contra S.aureus variou de 0,03 a 0,12 mg/mL, porém
diferente do presente trabalho, essas amostras também foram eficientes contra E. coli,
apresentando CIM variando de 0,12 a 0,5 mg/mL. Em relacdo a CBM, os extratos de propolis
das especies S. postica e T. fiebrigi apresentaram valores semelhantes aos encontrados no
presente trabalho (2,0 mg/mL ) contra S. aureus, enquanto os extratos das espécies T. clavipes
e M. quadrifasciata quadrifasciata aprenstram valores menores, com CBM igual a 0,12 mg/mL.

Dos santos et al. (2023), observaram que o extrato de geopropolis da abelha Melipona
subnitida exibiu CIM de 0,064 mg/mL contra as cepas padrdo de S. aureus (ATCC 25923) e E.
coli (ATCC 25922), bem como CIM igual a 0,25 mg/mL contra Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027), enquanto o extrato de propolis de Scaptotigona depilis apresentou atividade
antibacteriana significativa apenas para a cepa de E.coli, com valor de CIM igual a 0,17 mg/mL.
Dessa forma os autores constataram agdo contra cepas gram-positivas e gram-negativas, o que
diverge parcialmente dos nossos achados, em que ndo foi observado acdo contra cepas Gran-
negativas, refor¢ando o fato de que as atividades bioldgicas variam de acordo com as diferentes
espécies de abelhas sem ferréo.

Outros trabalhos também tém demostrado a a¢do antimicrobiana da geopropolis frente
a outros microrganismos. Valcanaia et al. (2022) avaliaram a acdo de 6leos de geopropolis e
prépolis das abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata quadrifasciata e Tetragonisca
angustula, tendo como resultado que todas as amostras demonstraram atividade promissora
contra Mycoplasma pneumoniae, com CIMs de 0,10 a 0,22 mg/mL.

Coutinho et al. (2023), avaliaram extratos de geopropolis de Melipona scutellaris,
observando que dentro as cepas de referéncia testadas, 0 microrganismo mais resistente ao
extrato foi Candida albicans (ATCC 10231), para o qual o extrato apresentou MIC variando de
1,35 a 2,5 mg/mL, em seguida a MIC contra Proteus mirabilis (ATCC 25933) com valor de
0,50 a 1,00 mg/mL, enquanto a MIC contra S. aureus (ATCC 4330) foi de 0,05 a 0,10 mg/mL
e MBC de 1,25 a 2,01 (que foi semelhante ao encontrado em nosso trabalho), sendo considerado
0 microrganismo mais sensivel ao extrato testado.

Os autores explicam que a diferenca observada na eficiéncia da prépolis para o controle
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pode ser devida a diferenga na estrutura da
parede celular, sendo que as Gram-negativas sdo mais complexas, o0 que pode impedir a acdo

de compostos com efeito antimicrobiano (COUTINHO et al., 2023).
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Coelho et al. (2018) constataram que a geopropolis de Scaptotrigona postica, possuli
eficiente atividade antiviral contra a rubéola, com capacidade de inibir a ligagdo do virus e
consequentemente impedir sua replicacdo, além de inibir a producdo de particulas infecciosas
do virus em células SIRC infectadas poOs-tratadas e pré-tratadas. Os autores atribuiram essa
atividade aos altos teores dos flavonoides vicenina-2 e escaftosideo, que possivelmente atuaram
blogueando a ligacéo do virus ao receptor da membrana celular das células.

5.6 Composicao quimica dos extratos de geopropolis por cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas (CG/MS)

A identificacdo dos compostos presentes nos extratos de geoprépolis foi realizada por
meio da comparacdo do espectro de massas obtidos em cada amostra, com a biblioteca NIST23
(do inglés, National Institute of Standard and Technology).

Os cromatogramas dos extratos obtidos das espécies urugu amarela, urugu boca de renda
e urucu cinzenta estdo apresentados nas Figuras 13, 14 e 15, respectivamente, no qual estéo
enumerados 0s principais compostos presentes em cada amostra. Vale ressaltar que foi realizada
a ampliacdo de alguns cromatogramas para melhor visualizacdo do cromatograma TIC (Total
lon Chromatogram).

Os picos 1,2,3,4,5,7,8 e 9 observados na Figura 13 representam 0s compostos Etano,
1,1-dietoxi; Glicerina; Catecol; Cariofileno; 1,3,5-Benzenotriol; Acido hexadecandico, éster
etilico; Oleato de etila e 9-Octadecenamida, (Z)-, respectivamente.

Em relacdo ao picos 6,10,11,12 e 13, ndo foi possivel realizar sua identificacdo, devido
a baixa similaridade com a biblioteca NIST23, entretanto esses picos se destacam no
cromatograma devido ao seu tamanho e juntamente com 0s outros compostos identificados

podem ser 0s responsaveis pela elevada acdo antioxidante observada na amostra U.A.

Figura 13 - Cromatograma obtido para a amostra U.A.
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Fonte: Resultados obtidos em parceria com a Shimadzu Brasil, 2024.
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Ospicos 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, observados na Figura 14 representam os compostos Etano,
1,1-dietoxi; a-pineno; a-Fellandreno; o-Cimeno; Catecol; Copaeno; Cariofileno; Humuleno; y-
Muuroleno e Naftaleno,1,2,4a,5,8,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-, [1S-
(1a,4apB,8aa)]-, respectivamente. Em relacdo ao picos 11,12,13,14 e 15, nao foi possivel realizar

sua identificagdo, devido a baixa similaridade com a biblioteca NIST23.

Figura 14 - Cromatograma obtido para a amostra U.B.R.
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Fonte: Resultados obtidos em parceria com a Shimadzu Brasil, 2024.

Os picos 1,2,3,4,5,6,7 e 10, observados na Figura 15 representam 0s compostos Etano,
1,1-dietoxi; 1-Pentanol; Acido butanoico, éster etilico; Acido pentandico, éster etilico; Catecol;
2,4-Di-terc-butilfenol;  1,3,5-Benzenotriol e Acido hexadecanodico, éster etilico,
respectivamente. Em relacéo ao picos 8,9 e11 ndo foi possivel realizar sua identificacdo, devido

a baixa similaridade com a biblioteca NIST23.

Figura 15 - Cromatograma obtido para a amostra U.C.
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Fonte: Resultados obtidos em parceria com a Shimadzu Brasil, 2024.

Nas Tabelas 9, 10 e 11 estdo apresentados todos os compostos individuais encontrados
em cada amostra, conforme a similaridade com a biblioteca NIST. Para este estudo foram
cuidadosamente considerados apenas 0s compostos que apresentaram uma similaridade

superior a 90%.



Tabela 9 - Resultados da identificagdo dos compostos da amostra U.A.

63

Nome Re;reirggg (crir?in) Area Si m”('ﬁ/[)i)dade CASH#
Etano, 1,1-dietoxi 3,772 4627291 97 105-57-7
2,3-Butanodiol 5,014 118824 95 513-85-9
Acido pentanoico, éster etilico 6,543 198016 93 539-82-2
Glicerina 7,849 583488 94 56-81-5
Catecol 11,515 1526558 97 120-80-9
1,2,3-Benzenotriol 14,132 482688 92 87-66-1
Copaeno 14,301 412696 95 3856-25-5
Cariofileno 14,949 848679 96 87-44-5
Humuleno 15,412 398941 90 6753-98-6
2,4-Di-terc-butilfenol 15,985 455573 94 96-76-4
Naftaleno, 1,2,4a,5,8,8a-hexahidro-4,7-
dimetil-1-(1-metiletil)-, [15- 16,247 255750 94 523-47-7
1,3,5-Benzenotriol 16,831 1099840 97 108-73-6
2,6,10-Dodecatrien-1-ol, 3,7,11-trimetil 18,517 170964 95 4602-84-0
2,6,1O-Dodecatri(?£n,aEI$ 3,7,11-trimetil-, 18.773 135830 92 502-67-0
acido n-hexadecandico 20,956 287260 93 57-10-3
Acido hexadecanoico, éster etilico 21,3 518052 95 628-97-7
Ester etilico do &cido linoléico 22,928 193793 94 544-35-4
Oleato de etila 22,97 479282 94 111-62-6
Acido octadecanoico, éster etilico 23,184 85471 90 111-61-5
9-Octadecenamida, (2)- 24,842 461121 94 301-02-0

Fonte: Resultados obtidos em parceria com a Shimadzu Brasil, 2024.

Nota: CAS#: nimero com um registro Unico no banco de dados do Chemical Abstracts Service.



Tabela 10 - Resultados da identificacdo dos compostos da amostra U.B.R.
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(continua)
Tempo de A Similaridade
Nome Retencao (min) Area (%) CAS#
Etano, 1,1-dietoxi- 3,752 6401031 97 105-57-7
Acido butan6ico, éster etilico 4,867 156437 96 105-54-4
Acido pentandico, éster etilico 6,543 183044 93 539-82-2
B|C|clo[3.1.0]hex-_2-e.no, 2-metil-5-(1- 7.031 152504 95 2867-05-2
metiletil)-
a-pineno 7,163 4186246 97 80-56-8
B-pineno 7,926 788505 96 127-91-3
5-Hepten-2-ona, 6-metil- 8,061 160439 91 110-93-0
a-Fellandreno 8,379 5312706 96 99-83-2
1,3-C|clohexad|_enq, 1-metil-4-(1- 8,587 980767 9% 99-86-5
metiletil)-
0-Cimeno 8,719 4064044 97 527-84-4
B-Fellandreno 8,811 2326169 93 555-10-2
Eucaliptol 8,864 487633 96 470-82-6
Cénfora 10,803 51612 93 76-22-2
Terpinen-4-ol 11,291 241697 92 562-74-3
Catecol 11,521 17104804 97 120-80-9
2—C|clohexen—1—_on§, 3-metil-6-(1- 12,506 58800 91 89-81-6
metiletil)-
a-Cubebeno 13,886 473758 94 17699-14-8
1,2,3-Benzenotriol 14,122 239073 92 87-66-1
Ylangene 14,234 539621 95 14912-44-8
Copaeno 14,298 4522065 95 3856-25-5
(1S,5S)-2-Metil-5-((R)-6-metilhept-5-en- Ak
2-il)biciclo[3.1.0]hex-2-eno 14,408 1179568 95 159407-35-9
3H-3a,7-Metanoazuleno, 2,4,5,6,7,8-
hexahidro-1,4,9,9-tetrametil-, [3aR- 14,696 316375 95 2387-78-2
(DA~ A0 7.2\1
Cariofileno 14,949 18833289 96 87-44-5



Tabela 10 - Resultados da identificacdo dos compostos da amostra U.B.R.
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(continuacdo)

Tempo de A Similaridade
Nome Retenco (min) Area (%) CAS#
cis-o-bergamoteno 15,059 3947053 94 18252-46-5
((3R,3aR,7R,8aS)-3,8,8-Trimetil-6-
metilenooctahidro-1H-3a,7- 15,143 102117 91 79120-98-2
rmnatanAaasiilana
cis-B-Farneseno 15,25 4634013 95 28973-97-9
sibireno 15,31 438129 92 14029-18-6
Humuleno 15,405 5646533 96 6753-98-6
1H-Ciclopropa[a]naftaleno,
1a,2,3,5,6,7,7a,7h-octahidro-1,1,7,7a- 15,51 1123808 93 17334-55-3
*tAtranantil FMaPD MMa. 7. Taa 7haN
y-Muuroleno 15,658 8981019 94 30021-74-0
(1S,5S)-4-Metileno-1-((R)-6-metilhept- 04
5-en-2-il)biciclo[3.1.0]hexano 15,741 841031 o 58319-04-3
Naftaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-
4a,8-dimetil-2-(1-metilenoil)-, [2R- 15,792 261404 o1 473-13-2
(DA Aa.. OADNT
1H-Ciclopropa[a]naftaleno,
1a,2,3,3a,4,5,6,7b-octahidro-1,1,3a,7- 15,848 1486952 92 489-29-2
+ntvanrmntil FMAaPD /1A DA 7ThaN
(R)-1-Metil-4-(6-metilhept-5-en-2- 16,034 593833 93 28976-67-2
il)ciclohexa-1,4-dieno
Naftaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7-
metil-4-metileno-1-(1-metiletil)-, 16,159 3705328 9 39029-41-9
1. NAaD OAN\
Naftaleno, 1,2,4a,5,8,8a-hexahidro-4,7-
dimetil-1-(1-metiletil)-, [1S- 16,247 9124445 93 523-47-7
1. AaN OALN
Naftaleno, 1,2,3,4,4a,7-hexahidro-1,6- 16,383 380103 90 16728-99-7
dimetil-4-(1-metiletil)-
Naftaleno, 1,2,3,5,6,7,8,8a-octahidro-
1,8a-dimetil-7-(1-metilenoil)-, [1R- 16,454 1388576 o1 4630-07-3
1. 70 Oa-N1
1,6,1O—Dodecatrlen(-ES)-_oI, 3,7,11-trimetil-, 16,635 484569 94 40716-66-3
Oxido de cariofileno 17,096 1519546 95 1139-30-6
4a(2H)-Naftalenol, 1,3,4,5,6,8a-
hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-, 17,434 1024757 92 19912-67-5
/1C AN A~AC OADNN
4a(2H)-Naftalenol, 1,3,4,5,6,8a-
hexahidro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-, 17,65 888285 90 19912-67-5
/1C AN A~AC OA~DN
t-Cadinol 17,732 970644 90 5937-11-1
a-Cadinol 17,893 1308363 91 481-34-5
3-Ciclohexen-1-ol, 1-(1,5-dimetil-4- 18,015 519040 94 15352-77-9

hexenil)-4-metil-
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Tabela 10 - Resultados da identificacdo dos compostos da amostra U.B.R.
(concluséo)

Tempo de A Similaridade
Nome Retenco (min) Area (%) CAS#H
1-Naftalenol, decahidro-1,4a-dimetil-7-
(L-metiletilideno)-, [LR-(La,4aB,8a0)]- 18,428 197350 a1 473-04-1
Benzoato de Benzila 19,129 459950 95 120-51-4
1-Hexadecanol 20,163 190162 95 36653-82-4
Acido benzen_oage_tlco, éster 2- 20727 20050 91 102-20-5
feniletilico

Fitol 22,481 117673 94 150-86-7

Fonte: Resultados obtidos em parceria com a Shimadzu Brasil, 2024.

Nota: CAS#: numero com um registro unico no banco de dados do Chemical Abstracts Service.

Tabela 11 - Resultados da identificacdo dos compostos da amostra U.C.

Nome Re;[t-:fggc? (?ﬁin) Area Simizzg/zi)dade CASH#
Etano, 1,1-dietoxi- 3,775 1219384 97 105-57-7
1-Pentanol 3,943 1977296 96 71-41-0
Acido butandico, éster etilico 4,898 144556 95 105-54-4
Acido pentandico, éster etilico 6,537 176216 93 539-82-2
Catecol 11,512 678856 97 120-80-9
1,2-Benzenodiol, 3-metil- 12,911 69410 91 488-17-5
2,4-Di-terc-butilfenol 15,983 260989 96 96-76-4
1,3,5-Benzenotriol 16,822 628041 97 108-73-6
Naftaleno, 1,6-dimetil-4-(1-metiletil)- 18,142 83836 90 483-78-3
Acido hexadecandico, éster etilico 21,297 199031 95 628-97-7
Oleato de etila 22,965 127064 92 111-62-6
Acido octadecandico, éster etilico 23,18 73081 91 111-61-5

Fonte: Resultados obtidos em parceria com a Shimadzu Brasil, 2024.

Nota: CAS#: nimero com um registro Unico no banco de dados do Chemical Abstracts Service.
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O total de 82 compostos foram identificados nas trés amostras, sendo que a amostra
U.B.R. apresentou uma maior quantidade em comparagdo com outras, na qual foram
identificados 50 constituintes individuais, seguida da amostra U.A com um total de 20
constituintes identificados e por Gltimo a amostra U.C com 12 constituintes.

A identificacdo dos compostos presentes nos extratos revelou uma grande diferenca
entre as amostras. Observou-se que poucos constituintes foram comuns em todos os extratos,
uma vez que dentre o total de compostos, apenas 3 (menos de 4%) estavam presentes nas trés
amostras, sendo eles o Etano, 1,1-dietoxi; acido pentandico, éster etilico e catecol.

Comportamento semelhante foi observado por Isidorov et al. (2022), que avaliou o perfil
de quatro amostras de propolis, produzidas por diferentes espécies de abelhas sem ferrdo, onde
foi verificado que menos 10% dos compostos identificados eram comuns a todas as amostras,
evidenciando que embora existissem compostos comuns nos diferentes extratos avaliados, a
composic¢do da propolis é individual é bastante especifica.

Os dados quimicos publicados até 0 momento demonstram uma enorme diversidade
quimica das resinas utilizadas pelas abelhas sem ferrdo em geral (POPOVA et al., 2021). O que
também foi verificado em nossos resultados, que mostraram diferencas quimicas entre as
amostras de geoprépolis, o que reforca o fato de que as diferentes espécies de abelhas podem
utilizar recursos florais diferentes, embora estejam presentes no mesmo habitat.

Souza, E. et al, (2018) chegaram a mesma conclusdo ao avaliar extratos de prépolis
produzidos pelas abelhas Frieseomelitta longipes e Apis mellifera, onde foram encontrados
diferentes componentes entre os dois extratos, embora estivessem expostos a mesma flora no
mesmo periodo. Dessa forma, os autores explicam que as diferentes espécies também devem
ter preferéncias distintas quanto a coleta de resinas.

Levando-se em consideracdo que a composi¢do quimica da propolis varia de acordo
com a flora da qual é obtida, alguns desses mesmos metabolitos identificados no presente
trabalho ja foram encontrados em prépolis de outras espécies de abelhas sem ferrdo, como é o
caso do é&cido linoleico, &cido octadecanoico, acido hexadecanodico, glicerol e Oxido de
cariofileno, identificado em prépolis de Geniotrigona thoracica (NAZIR, et al., 2018).

Os acidos octadecandico e hexadecanodico também foram identificados por Popova et
al. (2022) ao avaliarem extratos de propolis de seis espécies de abelhas sem ferrdo coletadas no
Vietnd (Tetragonula iridipennis, T. laeviceps, Lepidotrigona terminata, L.
ventralis, Lisotrigona carpenteri e Homotrigona apicalis).

Outro composto que estava presente nas amostras U.A e U.C foi o 2,4-Di-terc-

butilfenol, que também foi relatado por estar presente em extratos de prépolis da abelha
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Heterotrigona itama, conforme descrito por Chong e Chua (2020). Os autores explicam que
este composto é conhecido por exercer atividade antioxidante, em termos de sequestro de
radicais livres, e que a auséncia desse composto provavelmente poderia explicar a menor
capacidade antioxidante do extrato de prépolis, o que foi observado na amostra U.B.R, que nédo
apresentou este composto e teve a menor atividade antioxidante nos trés métodos avaliados,
conforme foi mostrado anteriormente na Tabela 8.

Isidorov et al. (2022), também identificaram a presenca de a-pineno, B-pineno, a-
Fellandreno, pB-Fellandreno, o0-Cimeno, Canfora, a-Cubebeno, Ylangeno, Copaeno,
Cariofileno, Humuleno, y-Muuroleno, Oxido de cariofileno e a-Cadinol, ao avaliarem extratos
de propolis das abelhas sem ferrdo Scaptotrigona postica, Tetragona clavipes, Melipona
guadrifasciata quadrifasciata e Tetragonisca fiebrigi, onde foi demostrado que todos os
extratos também exerceram atividades antimicrobianas.

Souza, E. et al. (2018), também relataram a presenca dos monoterpenos (a-fellandreno,
B-fellandreno e Cénfora), bem como os sesquiterpenos (a-cubebeno, ylangene, copaeno, cis-a-
bergamoteno, cariofileno, humuleno, y-muuroleno e 6xido de cariofileno) ao avaliar extratos
de propolis das abelhas Frieseomelitta longipes e Apis melifera, sendo que destes o cariofileno
(B-Cariofileno), foi o composto majoritario. Entretanto também foram detectadas diferencas
entre as duas amostras, pois a propolis de F. longipes continha mono e sesquiterpenos, enquanto
a propolis de A. mellifera continha apenas sesquiterpenos. A avaliacdo de atividades bioldgicas
desses extratos, demonstrou que ambos apresentaram atividade antimicrobianas significativas.

Os compostos de sesquiterpenos podem ser divididos em dois tipos, sendo eles os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, tais como [-cariofileno (cariofileno), copaeno, e
ciclohexano, 1-etenil-1-metil-2,4-bis(1-metil etenil)-, [1S-(1.a, 2.8, 4.B.)] e sesquiterpenos
oxigenados, como 1H-cicloprop[e]azulen-7-ol, deca hidro-1,1, 7-trimetil-4-metileno e 6xido de
B-cariofileno (Oxido de cariofileno), que sdo compostos relatados na literatura por sua alta
atividade anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e anticancerigena (MOHAMED et al.,
2020).

O composto majoritario identificado na amostra U.B.R foi o sesquiterpeno Cariofileno
(Figura 16 a), que apresentou-se em uma quantidade 22 vezes superior ao encontrado na
amostra U.A, na qual também foi identificado. De acordo com Francomano et al. (2019), dados
pré-clinicos confirmam que o Cariofileno (B-Cariofileno) é potencialmente Util em infeccdes
por Streptococcus, osteoporose, esteato-hepatite e pode ainda ser capaz de exercer efeitos

anticonvulsivantes, analgésicos, miorrelaxantes, sedativos e antidepressivos.



69

O segundo composto majoritario da amostra U.B.R foi o composto fendlico Catecol
(Figura 16 b) que apresentou-se em uma quantidade 10 vezes superior ao encontrado na amostra
U.A e 25 vezes superior ao encontrado na amostra U.C, de acordo com os dados de érea,
constantes nas tabelas 9, 10 e 11, anteriormente.

Jeong et al. (2009) verificaram que o Catecol foi capaz de inibir significativamente o
crescimento de Clostridium perfringens, Clostridium difficile, e também inibiu moderadamente
o crescimento de E. coli, ao mesmo tempo que nao inibiu o crescimento de bactérias benéficas
(Bifidobacterium breve , B. longum e Lactobacillus casei), sendo constatado sua atividade

seletiva de inibicao do crescimento de bactérias, indicando que este composto pode ser util

como agente preventivo contra doencas causadas por bactérias intestinais prejudiciais.

Figura 16 - Estruturas dos constituintes majoritarios identificados na geoprépolis da abelha sem ferrdo urugu
boca de renda (Melipona seminigra pernigra): a) sesquiterpeno, b) composto fenélico.

a) Cariofileno b) Catecol

H OH

OH

No presente trabalho a amostra U.B.R, além de possuir o catecol como um de seus
componentes majoritarios, também apresentou 12 sesquiterpenos (a-cubebeno, ylangene,
copaeno, cariofileno (principal composto majoritario), cis-a-bergamoteno, cis-p-farneseno,
sibireno, humuleno, y-muuroleno, 6xido de cariofileno, a-cadinol, t-cadinol) e foi a Unica que
continha monotepenos (a-pineno, B-pineno, a-fellandreno, B-fellandreno, o-cimeno, eucaliptol,
canfora e terpinen-4-ol ), o que em conjunto com seu elevado teor de flavonoides totais podem
ter sido os responsaveis pela sua maior atividade antibacteriana em comparacdo com as demais
amostras, porém essa agdo antimicrobiana podera ser melhor explicada mediante sua

determinacdo em compostos isolados do extrato de geoprdpolis em estudos futuros.
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6 CONCLUSAO

A extracdo por método combinado de agitacdo assistida por ultrassom demostrou ser
uma técnica promissora na obtencdo de extratos de geopropolis, com resultados muito
interessantes em relacdo ao teor de compostos fendlicos e flavonoides. A aplicacdo do
planejamento experimental permitiu uma analise mais aprofundada sobre o comportamento da
extracdo, com o qual foi possivel realizar a otimizacao do processo, constatando-se que o0 ponto
Otimo, obtido através da funcao desejabilidade, compreende o menor tempo de extracédo (0,59
dias) e a menor massa de geopropolis (7,92%).

Foi verificado que todos os extratos de geoprépolis avaliados exerceram atividade
antioxidante. As espécies urucu boca de renda e urugu cinzenta apresentaram atividade
antibacteriana contra S. aureus, porém tanto a atividade antioxidante quanto a antimicrobiana
poderdo ser mais bem explicadas em estudos futuros, mediante a determinacdo dessas
atividades em compostos isolados do extrato de geopropolis.

Os dados de composicdo fisico-quimica e mineral, bem como a cromatografia gasosa
mostraram que existem diferencas nos perfis quimicos das amostras, embora as colmeias
estivessem presentes no mesmo local. Dessa forma, as diferentes espécies de abelhas também
possuem habitos distintos no que diz respeito as suas preferencias por plantas das quais
recolhnem as resinas para elaboracdo da geopropolis. Diante das observacdes da presente
pesquisa, a geopropolis demonstrou potencial como material base para extracdo de compostos
bioativos, 0 que incentiva o desenvolvimento de estudos sobre a aplicacdo destes extratos em
diversas areas, podendo resultar no desenvolvimento de farmacos, cosmeticos e diversas
aplicacdes na area alimenticia, como por exemplo a incorporacdo dos extratos de geoproplis

em formulagcbes como agente antioxidante e aplicacdes na conservacao de alimentos.
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