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EPIGRAFE

“Bem sei eu que tudo podes, € que nenhum dos teus propositos
pode ser impedido.” J6 42:2



RESUMO

A propolis € produzida por abelhas e é um composto natural utilizado na colmeia como
uma barreira protetora contra infecgdes e acOes da natureza. Esse material possui diversas
atividades importantes, como a¢do antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria, sendo todas
diretamente ligadas a sua composicdo quimica. Atualmente sabe-se que os flavonoides e os
fenolicos totais, presentes na propolis, s@o 0s principais compostos responsaveis pela atividade
anti-inflamatoria, por isso, esses compostos foram dosados em diferentes amostras de prépolis,
cedidas pela Cooperativa Nacional de Apicultura Ltda (CONAP). Todas as amostras foram
submetidas a um processo de extracao etanolica a 80% e gerados seus respectivos espectros por
espectrofotometria UV-Vis, sendo escolhida pela simplicidade da técnica e ineditismo na
literatura. Além disso foi feita a determinac@o do teor de flavonoides nas amostras por meio de
analise espectrofotométrica em leitor de microplacas para teste de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), em comprimento de onda fixo (425 nm). Ainda, foi realizada a
determinacdo do teor de fendlicos totais nas amostras por meio de espectrofotometria UV-Vis
utilizando o método de Folin-Ciocalteau com modificacdes, em comprimento de onda fixo (760
nm). Os valores de flavonoides variaram entre 27,97 ppm a 210,75 pmm e os teores de fenélicos
totais de 58,18 ppm a 179,16 ppm. Os resultados obtidos foram tratados por abordagens
multivariadas de analise exploratoria de dados (PCA) e calibracdo multivariada (PLS). Com a
PCA constatou-se que ha um possivel padrdo de distribuicdo das amostras em funcéo do tipo de
prépolis (green, ultragreen, black e brown) e que ndo ha padrdo em funcdo da regido de
producdo. Em relacdo a PLS, ndo foi possivel gerar modelos preditivos dos teores de
flavonoides e fenolicos totais considerando as abordagens quimicas, tratamento multivariado e
quantidade de dados utilizados sugerindo, principalmente, a necessidade de maior quantidade
de amostras de prépolis.

Palavras-chave: Prdpolis, espectrofotometria UV-Vis, flavonoides, fendlicos totais,
quimiometria.



ABSTRACT

Propolis is produced by bees and is a natural compound used in the hive as a protective
barrier against infections and actions of nature. This material has several important activities,
such as antimicrobial, antioxidant and anti-inflammatory action, all directly linked to its chemical
composition. Currently it is known that flavonoids and total phenolics present in propolis are the
main compounds responsible for anti-inflammatory activity, so these compounds were dosed in
different propolis samples, provided by the National Cooperative of Apiculture Ltda (CONAP).
All samples were subjected to an 80% ethanolic extraction process and their respective spectra
were generated by UV-Vis spectrophotometry, being chosen for the simplicity of the technique
and novelty in the literature. In addition, the flavonoid content of the samples was determined by
spectrophotometric analysis in a fixed wavelength (425 nm) ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) reader. Furthermore, the determination of the total phenolic content in
the samples was performed by UV-Vis spectrophotometry using the Folin-Ciocalteau method
with modifications, at fixed wavelength (760 nm). Flavonoid values ranged from 27.97 ppm to
210.75 pmm and total phenolic contents from 58.18 ppm to 179.16 ppm. The results obtained
were treated by multivariate exploratory data analysis (PCA) and multivariate calibration (PLS)
approaches. With the PCA it was found that there is a possible pattern of distribution of the
samples according to the type of propolis (green, ultragreen, black and brown) and that there is
no pattern depending on the production of region. Regarding the PLS, it was not possible to
generate predictive models of the flavonoid and total phenolic contents considering the
chemical approaches, multivariate treatment and amount of data used, suggesting, mainly, the

need for a larger amount of propolis.

Keywords: Propolis, UV-Vis spectroscopy, flavonoids, total phenolics, chemometrics.
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1- INTRODUCAO

A propolis vem sendo utilizada durante muitos anos; a priori os relatos de uso sdo do antigo
Egito e também da Mesopotadmia. Sua utilizacdo foi citada no papiro de Ebers, em 1700 a.C., e no
antigo Egito teve serventia para o embalsamento dos falecidos durante a mumificacdo (PEREIRA
AS et al., 2002).

A propolis é definida como uma mistura complexa composta por substancias resinosas,
balsdmicas e gomas, de consisténcia, textura e coloragdo diversas. Ademais, ela é produzida por
abelhas de diferentes partes de plantas, por exemplo, botGes florais, exsudatos resinosos e brotos,
0s quais as abelhas acrescentam ainda secrecfes salivares, cera e pdlen, que explicam a
diferenciacéo em sua cor, consisténcia e textura (FUNARI CS et al., 2006).

Devido a prépolis ser uma mistura de varias substancias, a mesma ndo é extraida ou
fracionada com facilidade. Os constituintes do extrato da propolis oscilam, geralmente, de acordo
com o método de extracdo. E notério que a propolis obtida pela extracdo aquosa contém
aminoacidos, matéria organica e carboidratos, 0s quais nao estdo presentes na extracdo etanolica.
O extrato aquoso é vastamente utilizado como aditivo em alimentos e cosméticos, porém, a
extracdo com etanol fornece prontamente compostos lipofilicos, que estdo em abundancia
(INOUE et al., 2008).

As abelhas manuseiam a prépolis com o intuito de vedar aberturas e reduzir o tamanho da
entrada da colmeia, restringindo o ataque de corpos estranhos e protegendo as abelhas do frio.
Serve ainda como antisséptico, envernizando o interior da colmeia para fins desinfetantes
(MONJAYO LUJAN et al., 2018).

Além disso, a prépolis é originada por tipos variados de abelhas, porém a atividade bioldgica
das amostras da prépolis advém de abelhas do grupo meliponideos (Melipona quadrifasciata,
Melipona compressipeis, Nanotrigona sp. e Tetragonisca angustula), conhecidas como abelhas
nativas sem ferrdo (MANRIQUE AJ et al., 2008).

Dentre as varias propriedades da propolis, a mais conhecida popularmente € a sua atividade
anti-inflamatoria atribuida pela presenca de flavonoides, principalmente a galantina. Tal
flavonoide demonstra atividade inibitdria contra a ciclooxigenase e a lipoxegenase, com isso, atua
reduzindo a producéo de prostaglandinas, citocinas, quimiocinas e de o0xido nitrico (NO), que s&o
importantes mediadores na resposta inflamatoria (BORRELLI F et al., 2002).

Os compostos fenolicos possuem um destaque especial dentre os componentes da prépolis,
pois sdo considerados responsaveis pela maior parte das propriedades deste apiterapico. Isso

ocorre, pois, tais compostos exercem multiplos efeitos como antioxidantes, antitumorais, anti-
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inflamatorios, anticancerigenos, antibacterianos, antifangicos e antivirais (COUTINHO, 2009).
Uma técnica amplamente usada para dosagem de flavonoides e fendlicos totais em prépolis € a

espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis).

Para mais, a espectrofotometria (UV-Vis) é uma técnica analitica empregada para
assegurar o controle de qualidade de matrizes quimicamente complexas como 0s extratos de
propolis, sendo amplamente utilizada para o doseamento de flavonoides e fendlicos totais em
materiais vegetais, além de ser empregada para a determinacdo de compostos organicos e
inorganicos (TOMAZZOLI et al., 2015). E uma boa alternativa, em funcdo da sua robustez,

custo relativamente baixo e grande numero de aplica¢bes desenvolvidas.

Os resultados obtidos da dosagem de flavonoides e fendlicos totais juntamente com o0s
espectros dos extratos de prépolis constituem dados multivariados, sendo necessarias técnicas
estatisticas apropriadas para o tratamento desses dados. Assim, neste trabalho, foram empregadas
ferramentas da area do conhecimento denominada quimiometria, que é uma disciplina da quimica
analitica que utiliza métodos matematicos e estatisticos a fim de planejar ou selecionar
procedimentos de medidas e experimentos otimizados, disponibilizando abordagens para o
processamento dos dados quimicos estudados, para que seja obtido o maximo de informacéo
quimica (WINEFORDNER, 2004).

Os espectros de absorcéo dos extratos de propolis combinados com métodos que envolvem
analise multivariada, por exemplo, analise exploratdria de dados e calibragdo multivariada, podem
ser usados para obter varios tipos de informagdes da matriz estudada, se as prépolis sdo

agrupadas por tipos (green, ultragreen, brown, black) ou por regido/cidade.

O modelo estatistico dos métodos multivariados considera a correlacdo entre as amostras,
entre as variaveis, e entre amostras e varidveis analisadas simultaneamente, possibilitando a
obtenc&o de uma maior quantidade de informacio (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

O desenvolvimento das metodologias analiticas para a analise dos constituintes quimicos
da propolis e sua atividade anti-inflamatoria € justificado pela vasta propriedade terapéutica da
propolis e pelo fato de que sdo raras as suas contraindicacOes. Além de sua complementacao
terapéutica por meio do uso de produtos naturais de forma a ampliar o alcance social e reduzir a

durag&o e os custos dos tratamentos;
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2- OBJETIVO GERAL

Os estudos espectrofotométricos da prépolis podem ser correlacionados a estudos de
doseamento de flavonoides e fendlicos totais, fornecendo meios para a avaliagdo experimental da
quantidade da substancia, previsdo matematica desses valores e a atividade anti-inflamatéria da
prépolis, o que pode também ser usado para se inferir sobre a origem de producéo. Sendo assim,
a finalidade deste trabalho é correlacionar, por meio de analise multivariada, as analises
espectrofotométricas e os resultados da determinacgdo do teor de flavonoides e fendlicos totais a
fim de obter informagdes sobre a quantidade dessa substancia nos extratos de prépolis e, a partir
desses resultados, verificar a possibilidade de construcdo de modelos de calibracdo multivariada

que descrevam a relacdo estudada.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Reestabelecer parceria com a Cooperativa Nacional de Apicultura Ltda (CONAP) para o
fornecimento de amostras de propolis para a realizagdo dos experimentos.

o Produzir os extratos da prépolis bruta, de acordo com o resultado de trabalhos anteriores do
grupo, em consonancia com o que a CONAP realiza.

o Realizar varreduras espectrofotométricas na regido do UV-Vis das amostras de propdlis.

o Realizar a determinacdo do teor de flavonoides e compostos fendlicos totais nas amostras
de propolis por andlise espectrofotométrica em leitor de microplacas de ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), em comprimento de onda fixo.

o Analisar por meio de andlise exploratoria multivariada os resultados gerados das diversas
amostras de propolis, com o proposito de se avaliar diferengas/semelhangas nas amostras.

o Construir modelos de calibragdo multivariada com o intuito de prever os teores de
flavonoides e fendlicos totais nas amostras de propolis.

16



3- REVISAO DA LITERATURA

3.1 PROPOLIS

Dentre os varios produtos naturais existentes a propolis € um dos mais utilizados pela
humanidade. Os egipcios utilizavam a propolis para embalsamar cadaveres por conhecerem suas
propriedades anti-putrefativas, além disso, médicos gregos e romanos como Aristoteles,
Dioscorides, Plinio e Galeno reconheceram suas propriedades medicinais. O uso de extratos de
propolis na medicina popular é documentado desde 300 a.C. (LUSTOSA et al., 2008).

Nos anos de 1950 e 1960 foi quando a propolis comecou a ser considerada para o
tratamento de problemas de salide na ex-Unido Soviética e em varios paises do leste europeu. Até
1980 a propolis nédo teve popularidade nos paises do oeste europeu, na América do Sul e do Norte
e no Japao, tornando-se apenas na metade dos anos 80 um produto importante na medicina
alternativa e complementar. No Brasil, o interesse pela propolis também aconteceu na década de
80 com o trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich Breyer, apresentando em seu livro, “Abelhas e
saude”, suas propriedades terapéuticas e sua utilizacdo como antibidtico natural (LUSTOSA et

al., 2008).

A palavra prdépolis é derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade,
ou seja, em defesa da comunidade. E uma mistura complexa, formada por material resinoso e
balsdmico coletado a partir dos ramos, flores, pdlen, brotos e exsudatos de arvores; além desses,

na colmeia sdo adicionadas secre¢des salivares e enzimas pelas abelhas (LUSTOSA et al., 2008).

Sua cor pode variar de marrom-escuro a uma tonalidade esverdeada até o marrom
avermelhado (MARCUCCI, 1996). Tem cheiro caracteristico, agradavel ao olfato, e consisténcia
terrosa ou pegajosa, também dependendo de sua origem botanica e idade (AZEVEDO et al., 1986;
BANSKOTA et al., 2000). Fisicamente, a propolis é dura e quebradica quando fria e maleavel e
muito pegajosa quando quente. Seu ponto de fuséo é variavel entre 60 °C a 70 °C atingindo até
100 °C em alguns casos (MARCUCCI, 1996).

A propolis ¢é elaborada na colmeia por métodos, armadilhas ou raspagem, que apresentem
melhor qualidade e menor contaminacdo. A retirada € realizada antes do inverno em regides
temperadas e, em climas tropicais, € no inicio da estagdo chuvosa, quando a prépolis estd mais
ativa. As abelhas utilizam a préopolis para protecdo contra insetos e microrganismos

empregando-as em finas camadas nas paredes internas das colmeias, para vedar buracos e
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rachaduras, reparar e fortalecer os favos de mel e proteger a entrada da colmeia de modo a manter
um local asséptico para a postura da abelha rainha e na mumificacdo de insetos invasores
(BASTOS, 2010).

Inimeros estudos farmacologicos com a propolis tém sido propostos devido as suas
propriedades antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
antioxidante, antitumoral, imunomodulatoria, entre outros. (BANKOVA, POPOVA e
TRUSHEVA, 2006). Possui uma composi¢do quimica bastante complexa e variada, estando
diretamente relacionada com a ecologia da flora da regido visitada pelas abelhas e com o periodo
de coleta da resina. Além disso, a variabilidade genética das abelhas pode influenciar na sua
composicao quimica (LUSTOSA et al, 2008).

A origem geografica, 0s recursos vegetais, a estacdo coletora, as espécies de abelhas e 0s
solventes utilizados na extracdo influenciam a constituicdo quimica, fisica, bioldgica e a atividade
farmacoldgica da prépolis. No Brasil, a coleta da propolis acontece durante todo o ano o que leva
a uma variacao sazonal na sua composicao. A diminuicdo em alguns componentes biologicamente
ativos como os fendlicos sdo acompanhados pelo aumento de outros, por exemplo, acidos
diterpénicos. Deste modo, espera-se que algumas atividades bioldgicas relacionadas a estes

compostos possam ser similares em diferentes estacdes do ano (BASTOS, 2010).

Em termos quimicos foi revelada pioneiramente a complexidade composicional da
prépolis pela técnica de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM),
0 que permitiu a deteccdo de mais de 150 componentes. Dentre as fontes naturais é considerada
uma das substancias mais heterogéneas encontradas. Hoje mais de 300 constituintes ja foram

identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de prépolis (BASTOS, 2010).

A composicdo quimica da prépolis inclui flavonoides (como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol), acidos arométicos e ésteres, aldeidos e cetonas, terpenoides e
fenilpropanoides (como os 4acidos cafeico e clorogénico), esteroides, aminoacidos,
polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e inlmeros outros componentes em pequenas
quantidades. Dentre todos esses grupos os flavonoides sdo 0s que vem mais chamando atencéo

dos pesquisadores devido a sua potente atividade anti-inflamatoria (LUSTOSA et al., 2008).

A propolis é uma mistura de varias substancias e ndo é facilmente extraida ou fracionada.
O fracionamento da amostra torna-se necessario para determinar sua composi¢do quimica. Os
constituintes do extrato da prépolis variam de acordo com o método de extracdo. Mais

notavelmente, a propolis obtida pela extragdo agquosa contém aminodcidos, matéria organica e
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carboidratos, 0s quais ndo estdo presentes na extracdo etanolica. A extracao aquosa € amplamente
usada como aditivo em alimentos e cosméticos, devido as suas propriedades e por causar minima
estimulacdo olfatoria. Por outro lado, a extracdo com etanol fornece facilmente compostos

lipofilicos, que estdo em grandes quantidades (INOUE et al., 2008).

Os compostos fendlicos sdo 0s que mais séo destacados dentre os componentes da propolis,
uma vez que sdo considerados responsaveis pela grande parte das propriedades deste apiterapico.
Isso se deve ao fato de que os compostos fendlicos exercem multiplos efeitos como antioxidantes,
antitumorais, anti-inflamatorios, anticancerigenos, dentre outros (COUTINHO, MUZITANO e
COSTA, 2009).

Uma das propriedades bioldgicas da prépolis que € popularmente mais conhecida é a sua
atividade anti-inflamatoria. Pesquisadores tém observado seu efeito imunorregulador frente a
producdo de fatores envolvidos no processo inflamatorio, como as citocinas, quimiocinas,
prostaglandina, dentre outros. Alguns pesquisadores isolaram determinados compostos da
prépolis que apresentam conhecida atividade antiinflamatoria. MIRZOEVA & CALDER (1996)
atribuiram esta propriedade a presenca de compostos tais como o &cido cafeico, a quercetina, a
narigenina e o Ester Fenetilico do Acido Cafeico (CAPE). Hu e colaboradores (2005) observaram
gue extratos aquosos e etandlicos de prépolis diminuiram a extensdo da resposta inflamatoria por
meio da inibicdo da producdo de prostaglandinas e de 6xido nitrico (NO), além de um possivel
impedimento da ativacdo de macréfagos (PAGLIARONE et al.,2009).

3.2 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A resposta inflamatéria € a primeira defesa do organismo a um dano tecidual, sendo um
processo bioldgico complexo que abrange componentes vasculares, celulares e varias substancias
soltveis. O objetivo desse processo € retirar o estimulo que levou a essa resposta e iniciar a
recuperacdo do tecido local. Durante a inflamacéo, diversos sistemas bioquimicos, como a cascata
do sistema do complemento e da coagulagéo, sdo ativados, ajudando no estabelecimento, evolugédo
e resolucdo do processo. Além disso, substancias sollveis de meia-vida curta sdo liberadas,
desempenhando sua acdo e sdo degradadas. Em geral, o sucesso na retirada do estimulo
desencadeador leva ao término da resposta aguda e ao reparo completo do tecido (CRUVINEL et
al., 2010).

A inflamag&o pode ser aguda ou cronica. A aguda é caracterizada pelo seu inicio rapido e
de curta duracdo, progride a partir de uma fase vascular iniciada pelas células do proprio tecido

imediatamente apds o dano, pela exsudacao de liquido e proteinas plasmaticas, além do acumulo
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de leucdcitos, principalmente neutréfilos. Assim que ocorre uma agressao, acontece a
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade capilar mediados por aminas vasoativas,
histamina e serotonina, liberadas por mastocitos e monocitos poucos minutos depois da agresséo.
O endotélio local ativa-se o que ajuda a aderéncia dos leucécitos e sua migracao para os tecidos.
Macréfagos préprios do tecido lesado liberam citocinas pré-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12,
TNF-o e quimiocinas, além de produzirem espécies reativas de oxigénio (EROs), e intermediarios
reativos do nitrogénio, como o oxido nitrico (NO). Ja no tecido, as células procuram fagocitar o
patdgeno, levando ao reparo da lesdo. Na inflamacdo aguda, destacam-se elementos da resposta
imune inata e as principais células envolvidas sdo os neutréfilos e macréfagos (CRUVINEL et al.,
2010).

Na inflamac&o cronica, na qual ocorre a persisténcia do estimulo, o processo inflamatério
se mantém e sofre altera¢fes qualitativas, caracterizadas por mudanca progressiva nos elementos
celulares e soltveis que infiltram o tecido. A permanéncia do agente lesivo leva a cronificacdo do
processo, havendo ao mesmo tempo destruicdo e reparo tecidual. Na inflamacéo cronica, otecido
apresenta um infiltrado constituido por células mononucleares (mondcitos, macréfagos e
linfocitos), sinais de angiogénese e fibrose (CRUVINEL et al., 2010).

Diversas patologias levam ao processo inflamatério, tais como contusdes, tendinites,
infeccBes respiratdrias, asma e doencas auto-imunes. E um mecanismo de defesa do organismo,
em gue o objetivo € a eliminagdo da causa inicial da lesdo celular, que pode acontecer pela acédo
de patégenos ou de agentes fisicos (CONTRAN, 2000). A area inflamada, em nivel macroscapico,
apresenta caracteristicas marcantes, chamadas de sinais cardinais. A regido atingida torna-se
avermelhada, edemaciada, quente e dolorosa, havendo interferéncia ou alteracdo da sua funcéo
(COUTINHO, MUZITANO e COSTA, 2009).

A sensacdo de calor é causada pelo aumento da circulagdo de sangue através dos vasos
dilatados, também resultando no rubor. O tumor ou inchago é resultado do aumento da passagem
de fluidos dos vasos sanguineos dilatados para os tecidos circulantes e a infiltragdo de células na
regido danificada. A dor é devido a efeitos diretos de mediadores, causada pelo dano inicial ou
resultante da resposta inflamatéria em si e do alongamento das fibras sensoriais por causa do
edema. A perda de fungéo refere-se a simples perda de mobilidade em uma articulacéo, devido ao
edema e a dor ou a substituicdo de células funcionais por tecido de cicatrizacdo. Essa resposta
promove protecdo aos tecidos, restringindo os danos no local da infec¢do ou injuria, mas
podendo ter efeitos deletérios quando de forma exacerbada (PUNCHARD, WHELAN e
ADCOCK, 2004).
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O processo inflamatorio tem como resultado final a cura ou a inflamacdo crénica se a
resposta imune ndo for suficiente, ocorrendo quando o patdgeno ou a substancia nociva
persistirem e acontecer a evolugdo do processo (COUTINHO, 2009). A resposta inflamatdria é
geralmente benéfica ao organismo, ou seja, ndo ha a evolucéo do processo levando a inflamagéo
cronica, resultando na eliminacdo de microrganismos por fagocitose ou lise, pelo sistema do
complemento, diluicdo ou neutralizacéo de substancias irritantes ou tdxicas pelo extravasamento
local de fluidos ricos em proteinas, e limitagdo da lesdo inicial pela deposicdo de fibrina
(CRUVINEL et al., 2010).

Em estudo realizado com dez pacientes de um Ambulatério de Cirurgia Vascular,
portadores de lesGes de pele dos tipos Ulcera isquémica, Ulcera de estase, Ulcera venosa, lesdo
iatrogénica e Ulcera apos infeccdo de ferimento corto-contuso, mostrou, na primeira semana de
uso da solucdo aquosa da prépolis com extrato a 30%, debridamento de todo exsudato aderido
do leito da ferida, com presenca de tecido de granulacdo. J&, apds a primeira semana de uso,
observou-se melhora do odor da leséo e da sensibilidade dolorosa do paciente. As autoras desse
estudo ressaltaram que a eficacia da cicatrizacdo estd intimamente ligada a concentracdo da
propolis na solucdo. Apesar das limitagdes desta pesquisa, os autores confirmam a eficacia
antiinflamatdria e analgésica da propolis, entre outras (BARBOSA, et al., 2009).

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Diversos pesquisadores tém demonstrado a atividade antibacteriana em culturas de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, S. enteritides, entre eles
(BANKOVA et al., 1995; SERRA & ESCOLA.,1995; MAZZUCO et al., 1996; e PARK et
al.,1998). Ensaios de antibiose com a propolis, frente a dez bactérias gram-positivas e vinte
gram-negativas, constataram que a atividade antibacteriana da prépolis é mais efetiva sobre as
gram-positivas (ANTUNES et al., 1996). A maioria dos estudos ndo detecta a inibicdo no
crescimento de Candida albicans em cultura, embora poucos estudos tenham constatado a
inibicdo desta levedura pela propolis (SOSA et al., 1997; HEGAZI et al., 2000). A inibicdo de
crescimento de Helicobacter pylori foi observada (OHSUGI et al., 1997; HASHIMOTO et al.,
1998; BANSKOTA et al.,, 2001 e BOYANOVA et al., 2005). Desta forma, a inibicdo de
Ulceras gastricas através da ingestdo de propolis, possivelmente, estd relacionada com a

atividade anti-helicobacter, ja que esta bactéria é reconhecidamente associada a estas Ulceras.

Né&o obstante, devido a toxicidade dos antifungicos convencionais e ao aparecimento de

cepas resistentes aos farmacos antifungicos, pesquisas com produtos naturais em Odontologia
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tém aumentado nos U(ltimos anos. Busca-se por novos produtos com maior atividade
farmacoldgica e biocompatibilidade, com menor toxicidade e custo acessivel & maior parte da
populacédo (PEREIRA, et al., 2002; CASAROTO e LARA, 2010). Entre esses produtos destaca-
se a propolis, que tem sido usada na medicina popular ha séculos, e, mais recentemente, na
fabricacdo de alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Ela € usada na odontologia como
ingrediente ativo na lavagem bucal para controle de placa bacteriana, tratamento de varias lesdes
orais, medicamento intracanal, meio de armazenamento para dentes avulsionados e cicatrizacéo
de feridas (SCHMIDT et al., 2014; YUMNAM et al., 2017). Mais de 300 compostos foram
identificados na propolis, como compostos fenolicos, dleos essenciais, ceras e aminoacidos
(ANJUM et al., 2018).

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A ocorréncia de diversas doencas esta relacionada a aumentos nos niveis de radicais
livres em nosso organismo, entre elas: doencas cardiovasculares; doencas reumaticas; doencas
neuroldgicas; doencas psiquiatricas; envelhecimento precoce; neoplasias; osteoporose; diabetes
e inflamagdo (DEVASAGAVAN et al., 2004). Uma tendéncia que nos ultimos anos vém se
encorpando é a possibilidade do emprego de plantas contendo conhecidos polifendis com
propriedades antioxidantes, para o controle e prevencdo destas patologias acima citadas
(URQUIAGA & LEIGHTON, 2000). Além dos polifendis, a prépolis contém uma extensa
gama de outros compostos com a propriedade de remover esses radicais livres em excesso de
nosso organismo (MARQUELE et al., 2005).

Diversos grupos de pesquisadores tém relatado essa propriedade da prépolis, e muitos
deles chegaram a isolar diversos compostos que seriam 0s responsaveis por essa propriedade
antioxidativa. (MATSUSHIGE et al., 1995; BASNET et al., 1997; CLAUS et al., 2000;
MIRZOEVA et al., 1995; OYAIZU et al., 1999; HAYASHI et al., 1999; BANSKOTA et al.,
2000; MORENO et al., 2000; e SUN et al., 2000). Estes grupos de pesquisadores sdo unanimes
em atribuir aos flavonoides, principalmente o CAPE, esta propriedade farmacoldgica.
Entretanto, RUSSO et al. (2002) constataram que extratos de prépolis onde houve a remogéo
do CAPE, continuaram a apresentar atividade antioxidante. O sequestro de radicais livres
gerados por neutréfilos poderia ser um mecanismo antioxidante da propolis, que resultaria em
uma atividade anti-inflamatoria final, ja que os radicais livres podem danificar células sadias
do nosso corpo (MORENO et al., 2000). Em niveis considerados normais, os radicais livres

ndo sdo prejudiciais a saude. Em excesso, essas moléculas podem ser toxicas ao Nnosso
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organismo, acarretando por exemplo em um processo inflamatorio.

3.5 FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo considerados os principais compostos responsaveis pelos efeitos
benéficos da propolis. Pelo alto teor dessas substancias em sua composicao é atribuido o uso da
propolis como anti-inflamatdria e cicatrizante (BARBOSA et al., 2009). Representam um dos
grupos fenolicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. S&o
encontrados em frutas, vegetais, sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e em seus
produtos de preparagdo, tais como os chas e vinhos. Apresentam um nucleo caracteristico C6-
C3-C6, sendo biossintetizados a partir das vias do &cido chiquimico e do acetato (COUTINHO,
MUZITANO e COSTA, 2009).

Ja foram descritos mais de 6.000 tipos de flavonoides (MARCHAND, 2002; YANG et al.,
2001), sendo suas principais classes os flavonois, as flavonas, as flavanonas, as catequinas, as
antocianidinas e as isoflavonas (COOK e SAMMAN, 1996). Eles representam um dos grupos
mais importantes encontrados no reino vegetal (SIMOES et al., 2004). Essas substancias possuem
nacleo fundamental com anel aromético e cada tipo pode apresentar modificacbes, como
hidroxilacdo, metilagdo, acilacdo, glicosilacdo ou ramnosilagdo, resultando numa enorme
diversidade de flavonoides na natureza (OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 1 - Estruturas quimicas dos principais flavonoides.

Antocianidinas Catequinas Flavonois

Flavanonas

Fonte: ROQUE (2013).

Combinacdes isoladas em ensaios bioldgicos revelam que essa classe de polifenois possui

uma grande acdo sobre os sistemas bioldgicos demonstrando efeitos antimicrobiano, antiviral,
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antiulcerogénico, citotdxico, antineoplésico, antioxidante, antihepatotoxico, antihipertensivo,
hipolipidémico, anti-inflamatorio e antiplaquetario. Também demonstraram aumento na
permeabilidade capilar, inibicdo da exsudagdo protéica e migracdo de leucdcitos. Todos esses
efeitos lhe conferem uma grande importancia farmacoldgica e podem estar relacionados as
propriedades inibitorias que os flavonodides desempenham nos varios sistemas enzimaticos
incluindo hidrolases, isomerases, oxigenases, oxidoredutases, polimerases, fosfatases, proteinas
fosfoquinases e aminoacidos oxidases (MACHADO et al., 2010).

Quanto a atividade anti-inflamatoria, os flavonoides atuam modulando células envolvidas
com a inflamacéo (por exemplo, inibindo a proliferacdo de linfécitos T), inibindo a producao de
citocinas pro-inflamatérias (por exemplo, TNF-a e IL-1), modulando a atividade das enzimas da
via do &cido araquidonico, tais como a fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipooxigenase, além de
modularem a enzima formadora de 6xido nitrico a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). Dessa
forma, os flavonoides constituem uma alternativa potencial como agentes terapéuticos frente aos
processos inflamatorios (COUTINHO, MUZITANO e COSTA, 2009).

A atividade anti-inflamatdria pode ser estudada tanto em testes in vitro como in vivo
(BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008). Os ensaios in vitro sdo realizados em culturas de
células com indutores de inflamacdo. Em seguida, os flavonoides sdo avaliados em relacéo a sua
capacidade de reduzir ou inibir a formacdo de mediadores; a producdo de enzimas e citocinas
envolvidas no processo inflamatdrio. Nos ensaios in vivo, 0s animais também sdo alvo de
indutores de inflamacéo e os flavonoides podem ser capazes de reduzir ou inibir a formacéo de
edema, migracdo das células de defesa, formacdo de mediadores e enzimas, dentre outros
(SANTANGELO et al., 2007; YOON e BAEK, 2005).

Além da avaliacdo da bioatividade de flavonoides, também é importante quantificar estes
compostos. Neste sentido, diversas técnicas sdao empregadas para o doseamento de flavonoides
em materiais vegetais; com destaque para a espectrofotometria de absorcdo na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis) técnica muito usada devido a sua simplicidade, rapidez, baixo
custo e popularidade. (KOMAROVA et al., 2009; ALVES et al., 2010).

Para obtencdo dos espectros dos flavonoides sem a interferéncia de outros compostos
fenolicos, geralmente se emprega o método colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI3) parao
tratamento das amostras a serem analisadas. Isto porque o cation AI** forma complexos estaveis
com as hidroxilas livres dos flavonoides (Figura 2), ocasionando extensao do sistema conjugado
e um deslocamento dos seus maximos de absorcao para regides de maiores comprimentos de onda
(MARCUCCI, WOISKY e SALATINO, 1998; BURIOL et al., 2009).
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Figura 2 — Formacéo do complexo flavonoide-Al, em solucdo metandlica de AlICIs

0"\

AlCI,

(ROQUE, 2013).

O tempo de reacdo necessario para formacao do complexo exerce funcéo importante na
resposta de métodos espectrofotométricos e em estudo feito por MARQUES et al. (2012)

demostrou-se que o aumento da absorbancia ocorre a partir de 30 minutos da adi¢do do AICls. A
cinética da complexacdo permanece estavel durante uma hora, tempo necessario para a realizacao

do experimento.

3.6 FENOLICOS TOTAIS

Em geral a prdpolis é composta de 50% de resina e balsamo, 30% de cera, 10% de dleos
essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de varias outras substancias (BURDOCK, 1998). Até
0 momento, ja foram identificados e/ou caracterizados mais de 300 constituintes quimicos, dentre
0s quais: acidos graxos e fenolicos, ésteres, ésteres fenolicos, flavonoides (flavonas, flavononas,
flavondis, dihidroflavonois, dentre outros.), terpenos, esteroides, aldeidos, &cidos aromaticos,
sesquiterpenos e naftaleno (BURDOCK, 1998; MARCUCCI et al., 2001; PARK; ALENCAR,;
MASAHARU, 1999). Algumas vitaminas (B1, B2, B6, C, E) e minerais como manganés, ferro,
calcio e aluminio também ja foram identificados em amostras de propolis (BURDOCK, 1998;
MARCUCCI et al.,, 2001; PARK; ALENCAR; MASAHARU, 1999). Entre os compostos

fenolicos presentes na propolis, destacam-se os flavonoides e os acidos fendlicos.

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fenois
simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Dentre as diversas classes de
substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido muita
atencdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro.
A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas propriedades

redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
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neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacéo de metais de transi¢do, agindo tanto na
etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo. Os intermediérios formados pela
acao de antioxidantes fenolicos sao relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico
presente na estrutura destas substancias (HASLAM et al., 1996; SOARES et al., 2002; CHUN, et
al., 2005).

A quantificacao espectrométrica de compostos fenodlicos é realizada por meio da utilizacéo
do reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as mais utilizadas (VALKO et al.,2004; NACZK et
al.,, 2004; BONOLI et al., 2004; HOU et al., 2003; ROGINSKY et al.; 2005).0 reagente
consiste de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6+, porém, em presenca de certos agentes
redutores, como os compostos fenolicos, formam-se os chamados molibdénio azul e tungsténio
azul, nos quais a média do estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 e 6 e cuja coloracédo
permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras. (NACZK et al., 2004;
IKAWA et al., 2003).

3.7 ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis

A espectrofotometria UV-Vis tem sido uma técnica analitica utilizada para garantir o
controle de qualidade de matrizes quimicamente complexas como os extratos de propolis, sendo
largamente empregada para o doseamento de flavonoides em materiais vegetais (TOMAZZOLI
et al.,, 2015). De acordo com a literatura, os flavonoides possuem espectros de absor¢édo
caracteristicos no ultravioleta-visivel (UV-Vis), determinados pelo ndcleo comum benzopirona,
com dois méaximos de absorg&o (240 nm a 285 nm e 300 nm a 400 nm) (FALCAO et al., 2013).

Espectrofotdmetros sdo instrumentos capazes de registrar dados de absorbancia ou
transmitancia em funcdo do comprimento de onda. Este registro é chamado de espectro de
absorcdo ou de espectro de transmissdo, se o dado registrado for de absorbancia ou transmitancia,
respectivamente. O espectro de absorcdo é caracteristico para cada espécie quimica, sendo

possivel a sua identifica¢do por seu “espectro de absor¢ao” (LEMOS et al., 2009).

Quando a regido espectral usada € a do UV-Vis sdo necessarios componentes 6ticos de
quartzo e detectores altamente sensiveis capazes de detectar radiacdes nessa extensa faixa
espectral em que atua o instrumento. Os espectrofotbmetros, em geral, contém cinco componentes
principais: fontes de radiacdo, monocromador, recipientes para conter as solucGes, detectores e
indicadores de sinal (LEMOS et al., 2009).
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A espectrofotometria na regido UV-Vis do espectro eletromagnético € uma das técnicas
analiticas mais empregadas, em funcdo da sua robustez, custo relativamente baixo e grande
numero de aplicagdes. Sendo portanto, usada para a determinacdo de compostos organicos e
inorganicos (ROCHA, 2004).

A absorc¢do da radiacdo nas regides visivel e ultravioleta depende, em primeiro lugar, do
namero e do arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes. Como consequéncia, 0 pico
de absorcdo pode ser correlacionado com o tipo de ligacdo que existe na espécie que esta sendo
estudada (LEMOS et al., 2009).

A espectrofotometria de absorcdo é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que € a base
matematica para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras no estado sélido, liquido ou

gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético. Para
medidas de absorcdo de radiacdo em determinado comprimento de onda, tem-se: A = log (lo/I) =
ebc, onde A é a absorbancia, 1o é a intensidade da radiacdo monocromatica que incide na
amostra ¢ I ¢ a intensidade da radiagdo que emerge da amostra. A absortividade molar () € uma
grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de onda
da radiacdo incidente. O termo ¢ é a concentragdo da espécie absorvente e b, a distancia

percorrida pelo feixe através da amostra (ROCHA, 2004).

Os espectros de absorcdo dos extratos combinados com métodos que envolvem analise
multivariada, por exemplo, analise exploratoria de dados e calibragdo multivariada, podem ser
usados para obter varios tipos de informac6es da matriz estudada, como amostras semelhantes,
amostras destoantes ou apontar um padrdo. Nesse sentido, a andlise envolvendo calibracédo
multivariada pode determinar valores de uma dada propriedade, por meio de sinais analiticos
instrumentais como os espectros de absor¢édo na regido UV-Vis, que estdo diretamente ligados ao
conteddo de compostos bioativos que absorvem radiacdo nessa regido (BARBEIRA,
PAGANOTTI e ASSIMQOS, 2013).

3.8 QUIMIOMETRIA

A geracdo de vetores de dados por amostra e a correlagdo dos mesmos com Varias respostas
exige o uso de métodos de analise multivariada de dados, como os providos pela area do

conhecimento denominada quimiometria.

A quimiometria envolve a aplicacdo de métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para investigar, interpretar, classificar e fazer previsao de conjuntos de dados de

interesse quimico (SOUZA e POPPI, 2012). Dessa forma, pode-se entender que a quimiometria

27



ndo € uma disciplina nem da matematica, nem da estatistica, e sim da quimica, devido ao fato de
que os problemas que ela se propGe a resolver sdo de interesse e originados na quimica, ainda que
os instrumentos utilizados para o trabalho provenham principalmente da estatistica, computagéo
e matematica (WINEFORDNER, 2004).

Assim Vvérios procedimentos quimiométricos tém sido propostos para os mais diversos
fins, como a otimizacg&o de experimentos, classificacdo e calibracdo de dados, anélise exploratoria,
selecdo de variaveis, entre outros (TEOFILO e FERREIRA, 2006). Especificamente para a
classificacdo e calibracdo, 0 modelo estatistico multivariado considera a correlacdo entre as
amostras, entre as varidveis, e entre amostras e variaveis analisadas simultaneamente,

possibilitando a obtencdo de uma maior quantidade de informacao.

Na calibracdo multivariada, como representado na Figura 3, espera-se estabelecer um
modelo que relacione uma série de medidas realizadas em amostras, como 0s sinais instrumentais,
com determinadas propriedades de interesse (SOUZA e POPPI, 2012). Essa calibragdo tornou-se
nas Ultimas décadas uma ferramenta analitica importante em diferentes campos de aplicacéo,
principalmente nas analises de alimentos, farmacéutica, ambiental, na agricultura e na quimica
industrial. Para encontrar as varidveis minimamente correlacionadas que tenham informacdes
relacionadas ao parametro de interesse, sdo utilizados os métodos de selecdo de variaveis e entdo,
a construcdo do modelo pode ser realizada com base nessas variaveis a fim de alcancar modelos

mais simples, robustos, eficientes e faceis de interpretar (NUNES, 2008).

A calibracdo multivariada pode ser definida como o processo de construgdo de um
modelo matematico para relacionar variaveis independentes as varidveis dependentes.
Consideram-se como variaveis independentes os conjuntos de dados coletados por meio de
instrumentos, neste trabalho, espectrofotdmetro, utilizados para a construcdo de modelos de
calibracdo multivariada (PAULA, 2014). Esses conjuntos podem ser organizados em uma matriz
X, denominada matriz de variaveis e amostras, onde as linhas dessa matriz representam o conjunto
de amostras e as colunas as variaveis medidas. A matriz pode ser representada graficamente num
espaco multidimensional, onde cada varidvel medida corresponde a uma dimensdo do espaco e

cada amostra um ponto no espaco (PEREIRA, 2012).

Figura 3 — Representacdo do procedimento de calibragdo multivariada.
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Fonte: FERREIRA (1999).

As variaveis dependentes sdo os conjuntos de valores de referéncia obtidos em laboratorio,
que servem como parametro para a calibracdo do modelo. Tais conjuntos podem ser representados
por um vetor, denominado vetor de variaveis dependentes, ou valores de referéncia da propriedade
de interesse (PAULA, 2014).

A calibracdo multivariada consiste em trés etapas: calibracdo, validacdo e previsdo. A
partir do conjunto de variaveis independentes e dependentes é possivel realizar a etapa de
calibracdo na qual é estabelecido um modelo matematico, que relaciona a matriz de dados das
variaveis medidas (matriz X), com a matriz de dados das propriedades de interesse determinados
por um método de referéncia (matriz Y) (PEREIRA, 2012).

Na fase de calibragdo, "n" espectros para um conjunto de amostras com composicao
conhecida sdo obtidos em "p" valores de comprimento de onda diferentes, formando a matriz X
com "n" linhas e "p" colunas, que contém as variaveis independentes. Também sera formada uma
matriz Y pelas variaveis dependentes, contendo "n" linhas, com os valores de concentracdao
correspondendo as diferentes amostras, e "q" colunas, indicando o nimero de diferentes analitos
presentes nas amostras, por exemplo (SANTOS, DEMIATE e NAGATA, 2010).

Na etapa de validacdo, o0 modelo € validado utilizando-se ferramentas estatisticas de
diagnédstico (PEREIRA, 2012). Por fim, o modelo validado € aplicado para realizar a predi¢éo
da(s) propriedade(s) de interesse. A predicdo é o processo de utilizacdo do modelo para estimar a
concentracdo da propriedade de interesse de uma determinada amostra (PAULA, 2014). Como
por exemplo, a absorbancia a um comprimento de onda pela amostra pode ser relacionada a

concentracdo da substancia analisada, flavonoides e fendlicos totais.

Dessa forma, na calibracdo multivariada, ao contrario do que ocorre na univariada,
utilizam-se madltiplas respostas correlacionadas com as propriedades medidas das amostras
(PARREIRA, 2003).
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Este tipo de calibragcdo tem como principais vantagens o fato de permitir determinac6es
simultaneas de mais de um analito de interesse, possibilitando anélises mesmo na presenca de
interferentes além de apresentar uma diminuicdo do erro estimado no modelo, uma vez que, é

um método que utiliza maltiplas variaveis (PARREIRA, 2003).

Métodos de selecdo de variaveis podem melhorar significativamente o desempenho dos
modelos de calibracdo de espectros totais; selecionando regides especificas do espectro (um
comprimento de onda ou um conjunto de comprimentos de onda) em que a colinearidade nao é
tdo importante, enquanto gera modelos mais estaveis, robustos e mais simples de interpretar.
Além disso, se baseiam na identificacdo de um subconjunto dos dados inteiros que produzira
erros de previsdo mais baixos. Assim, informacdes irrelevantes ou nao-linearidades podem ser
eliminados (BORGES NETO, 2005). Um método que tem sido aplicado a um grande nimero de
determinacGes para modelagem dos dados e que leva a bons resultados € o método dos quadrados

minimos parciais (Partial Least Squares - PLS).

O PLS baseia-se na montagem de uma matriz X a partir dos dados (variaveis
independentes) e uma matriz Y a partir da propriedade de interesse (variaveis dependentes).
Posteriormente elimina-se as informagfes que ndo sdo importantes ao sistema utilizando-se o
mesmo processamento da Analise das Componentes Principais (PCA) e obtém-se a relacdo entre
as matrizes X e Y. Nesse método, geralmente sdo tratados os dados obtidos instrumentalmente,
sendo muito empregado nas andlises de dados quimicos por fornecer uma resposta rapida e por
possuir facilidade de entrada e processamento dos dados para atingir a resposta que se espera
(SILVA, 2003).

O uso de espectroscopia combinada com métodos de calibracdo multivariada tornou-se
muito popular na determinacdo de varios parametros analiticos, sendo usado desde a
determinacdo da concentracdo de analitos até a determinacdo das propriedades fisico-quimicas
(BARBEIRA, PAGANOTTI e ASSIMOS, 2013).

Ainda, os perfis espectrais das amostras de propolis podem ser estudados por abordagens
de andlise exploratéria multivariada, a fim de investigar o0s padrdes de
semelhanga/dessemelhanca das amostras. Um dos métodos mais comuns empregados com essa
finalidade é a PCA, sendo principalmente utilizada pela sua capacidade de interpretar os dados

em funcéo da existéncia de possivel correlacéo entre as diversas variaveis medidas.

Ademais, a PCA é um método exploratério porque auxilia na elaboracdo de hipdteses

gerais a partir dos dados coletados, contrastando com estudos direcionados nos quais hipéteses
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prévias sdo testadas. E também é capaz de separar a informacgdo importante da redundante e
aleatoria. Com o emprego da PCA a visualizacdo de diversas variaveis em um determinado

conjunto de dados torna-se mais produtiva, rapida, objetiva e eficiente.

A analise das componentes principais se baseia essencialmente em reescrever as
coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente para a analise dos dados.
Em outras palavras, as n-variaveis originais geram, por meio de suas combinac@es lineares, n-
componentes principais, sendo a principal caracteristica a ortogonalidade (NETO e MOITA,
1998). Dessa forma, surge um novo conjunto de variaveis que ird concentrar a maior parte da
informacao (variancia) em poucas variaveis, diminuindo assim a dimensionalidade dos dados, sem
perder significativamente a informacdo quimica (SABIN, FERRAO e FURTADO, 2004). A
componente principal 1 detém mais informagdao estatistica que a componente principal 2, que por
sua vez tem mais informacao estatistica que a componente principal 3 e assim por diante (NETO
e MOITA, 1998).

Em uma andlise de componentes principais, o agrupamento das amostras define a
estrutura dos dados através de graficos de scores e loadings cujos eixos sdo componentes
principais (PCs) nos quais os dados sdo projetados. Os scores fornecem a composi¢cdo das PCs
em relacdo as amostras, enquanto os loadings fornecem essa mesma composicdo em relacdo as
variaveis. Como as PCs sdo ortogonais, é possivel examinar as relacbes entre amostras e
variaveis através dos graficos dos scores e dos loadings. O estudo conjunto de scores e loadings

ainda permite estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra.

A PCA ¢ vantajosa, pois permite encontrar semelhancas em amostras de origens
desconhecidas e assim inferir sobre a formacdo de agrupamentos e a presenga de padrdes nos
dados, além de detectar amostras destoantes, o que confirma a ideia principal da PCA que é a de
medir o qudo determinada variavel influencia na formacdo de determinado agrupamento. Ela é
um método que tem por finalidade basica a analise dos dados usados visando a reducdo da
dimensionalidade, eliminacdo de sobreposicfes e a escolha das formas mais representativas a

partir de combinacGes lineares das variaveis originais.
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4- METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

Mediante a parceria pré-estabelecida e retomada com a Cooperativa Nacional de
Apicultura (CONAP), ocorreu o fornecimento de 57 amostras de prépolis de produtores,
locais e tipos diferentes (ultragreen, green, brown e residuo black). As amostras de propolis
ao serem recebidas foram armazenadas em refrigerador no Laboratério de Estudos em
Quimiometria da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), a -20 °C, para preservacao

de suas propriedades até os posteriores ensaios de extracao.

As diferentes amostras de propolis foram submetidas as condi¢fes otimizadas de
extracdo para obtencéo dos extratos alcodlicos, previamente definidas em estudos anteriores
realizados pelo grupo de pesquisa. ApOs a extracdo, estes foram analisados por
espectroscopia UV-Vis, para varredura das amostras, e doseamentos dos teores de
flavonoides e fenolicos totais, além da realizacdo do tratamento quimiométrico dos dados,

como apresentado nos itens a seguir.

4.2 DESCRICAO DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS

A Tabela 1 apresenta as regides amostradas neste trabalho, isto é, as areas de
producdo das diferentes propolis cedidas pela CONAP. Ja na Tabela 2 estdo listados 0s tipos

de propolis analisados com as respectivas codificacdes e regides de producéo.

Tabela 1 — Regido de producao das propolis investigadas neste trabalho.

Regio de cada produtor

A: Lamim K: Ouro Branco
B: Piranga L: Senhora de Oliveira
C: Entre Rios de Minas M: Brumadinho
D: Betim N: Contagem
E: Belo Vale O: Itabirito
F: Barbacena P: Piranga
G: Dom Joaquim Q: Presidente Bernades
I: Divinopolis R: Formiga
J: Itaverava S: Contagem
T: Jeceaba
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Tabela 2 — Codificagdo dos tipos de propolis em relacdo a regido de producao.

Amostras de | Produtor Tipo de Amostras de | Produtor Tipo de
proépolis (P) | deacordo propolis propolis (P) | deacordo prépolis
com regido com regido
P1 C Green P30 C Green
P2 C Green P31 C Brown
P3 C Green P32 C Ultragreen
P4 C Ultragreen P33 C Brown
P5 P Ultragreen P34 J Green
P6 P Green P35 A Green
P7 P Brown P36 C Brown
P8 P Residuo black P37 E Brown
P9 P Green P38 C Green
P10 P Residuo black P39 A Brown
P11 D Brown P40 K Brown
P12 D Ultragreen P41 D Green
P13 N Ultragreen P42 A Residuo black
P14 N Brown P43 P Residuo black
P15 L Green P44 M Residuo black
P16 L Green P45 F Ultragreen
P17 R Green P46 D Brown
P18 R Ultragreen P47 A Ultragreen
P19 C Green P48 T Ultragreen
P20 E Green P49 D Residuo black
P21 K Brown P50 I Ultragreen
P22 A Green P51 C Brown
P23 P Residuo black P52 G Brown
P24 C Ultragreen P53 D Ultragreen
P25 F Green P54 A Brown
P26 Q Residuo black P55 D Green
P27 0 Ultragreen P56 P Brown
P28 A Brown P57 L Ultragreen
P29 C Brown

4.3 EXTRACAO DA PROPOLIS BRUTA

As extracbes foram feitas segundo procedimento otimizado anteriormente pelo

grupo de pesquisa (ROQUE, 2013), baseado no método de preparo da CONAP, no qual: as

amostras recebidas foram fragmentadas com o auxilio de uma espéatula de ago inox e foram

pesados 2,0000 g das prépolis brutas em balanca analitica. Apds isso, com o auxilio de uma

pipeta volumétrica foram adicionados 6 mL de solugdo hidroalcoolica composta por 80%
de alcool etilico e por 20% de agua destilada (Dinamica, > 99,5% UV/ HPLC), as

amostras foram colocadas em frascos ambar. Esses frascos foram identificados de acordo

com do local de producgéo e o tipo de propolis e, em seguida, foram aquecidos por 2 h a

temperatura de 70 °C em banho-maria. Durante quatro dias as amostras foram agitadas
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manualmente duas vezes ao dia para a completa extracao e posterior e anélise quimica.

44  ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS DOS EXTRATOS DE
PROPOLIS

Para a obtencdo dos espectros, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 15 min e
posteriormente os sobrenadantes foram diluidos 10.000 vezes. Desse modo, 2,5 uL dos
sobrenadantes foram pipetados utilizando pipeta automética e transferidos para balGes
volumeétricos de 25 mL e aferidos com solugao de alcool etilico (Dindmica, > 99,5% UV/ HPLC)
a 80%. Foi utilizado um par de cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6tico para as amostras e 0
branco, constituido da solucdo etanolica a 80%. Foram obtidos os espectros de varredura das
amostras nas regides UV-Vis de 190 nm a 900 nm em espectrofotdometro Hach DRTM 6000

situado no Laboratério de Saneamento Ambiental da Universidade Federal de Ouro Preto.

4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE FLAVONOIDES NOS
EXTRATO DEPROPOLIS

Para a obtencdo da curva analitica (calibracdo externa) para a determinacdo dos
flavonoides foi utilizada a quercetina (Sigma-Aldrich, > 98%) como padrdo. Assim, foram
preparadas solucdes etandlicas (Dinamica, grau UV/HPLC) de quercetina nas concentracdes de
20 pug/mL a 200 ug/mL. Em placa de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) foram
adicionados 50 uL das solugdes de cada ponto da curva em pogos com 50 pL de solugdo
metandlica de aluminio 5%. Para a determinacdo da concentracdo de flavonoides nas amostras
foram adicionados 12 pL do sobrenadante dos extratos em tubos Eppendorf® de 1000 pL e
completados seus volumes com alcool etilico 99,5%; destes 50 plL foram pipetados e
adicionados nos pocos da microplaca de ELISA sendo acrescentados 50 pL de solucdo
metanolica de cloreto de aluminio a 5%. Apds repouso de 30 minutos em ambiente escuro foram
medidas as absorbancias das solugdes por analise espectrofotométrica em leitor de microplacas
(Epoch; BIOTEK) a 425 nm em placas de 96 pogos. Para o branco foram utilizados 50 uL da
solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5% e 50 pL de alcool etilico 99,5%.(MARCUCCI,
WOISKY e SALATINO, 1998).

4.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS NOS
EXTRATOS DE PROPOLIS

A determinacdo do teor de fendlicos totais, presentes nos extratos etandlicos das
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amostras de propolis, foi feita por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o
método de Folin-Ciocalteu com modifica¢cdes (ALVES E et al., 2013).

O extrato etanolico (100 mg) foi dissolvido em metanol (Dinamica, > 98%), transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume final foi completado com
metanol. Uma aliquota de 7,5 mL desta solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de
50 mL e esta solucéo teve seu volume aferido com metanol. Apos isso, uma aliquota de 100 pL
desta Ultima foi agitada com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por
1 min; em seguida, 2 mL de uma solucdo de Na>COs a 15% foram adicionados a mistura e se
agitou por 30 s com o auxilio de um equipamento vértex Mdovel MX-F. Finalmente, a solucdo teve
seu volume completado para 10 mL com agua destilada em baldo volumétrico. Apds 2 h de
incubacdo, a absorbancia das amostras foi medida no comprimento de onda fixo de 760 nm, tendo
como branco o metanol e todos os reagentes, menos o extrato, e foi comparada com a curva padréo
de &cido galico. Assim, o teor de fendlicos totais foi determinado por interpolagdo da absorbancia
das amostras contra uma curva de calibracdo externa construida com soluc@es padrdo de acido
galico nas concentragdes de 10 a 350 pg/mL (ALVES E et al., 2013).

4.7 TRATAMENTO QUIMIOMETRICO DOS DADOS

Os softwares e pacotes de algoritmos que foram empregados para a analise dos resultados
foram: Excel (Microsoft, Co., USA), MatLab 9.1 (The MathWorks, Co., USA), PLSToobox 8.2
(Eigenvector Research, Inc., USA), SOFT max PRO 4.0.

Os espectros das diferentes amostras de propolis foram obtidos em formato digital e
organizados em matrizes. Cada espectro foi devidamente identificado durante a organizagédo da
matriz, composta por linhas e colunas, na qual as linhas corresponderam as amostras de propolis
e as colunas aos comprimentos de onda dos espectros. Os dados gerados do doseamento de
flavonoides e de fendlicos totais foram correlacionados a esses espectros por meio da construgédo

de modelos de calibracdo multivariada utilizando-se o método dos quadrados minimos parciais.

No método PLS a matriz X dos espectros e 0s vetores y resposta, teor dos flavonoides e
de fendlicos totais, foram centrados na média, auto-escalados e também linearizados por meio da
aplicacdo de logaritmo na base 10. Foi utilizado o método de validagdo-cruzada de blocos
continuos para a calibracdo e validagdo do modelo construido, com nimero maximo de variaveis
latentes igual a 20 e divisdo dos dados igual a trés. O conjunto de calibracdo foi constituido de
50 amostras e o de validacéo por sete amostras, escolhidas utilizando o algoritmo Kennard-Stone
(KENNARD e STONE, 1969).
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Para a realizacdo da analise das componentes principais a matriz obtida (espectros dos
extratos de propolis, teores dos flavonoides e teores dos fendlicos totais) foi centrada na média,
utilizando o algoritmo SVD (Single Value Decomposition) do PLSToolbox. Apds a insercéo da
matriz e a selecdo do pré-processamento, a resposta do modelamento ocorreu por meio de um
output indicando a variancia explicada por cada componente gerada e na qual foi selecionado o
menor numero de componentes capazes de explicar 0 maximo da variancia desejada. Apos esse
procedimento, obteve-se os graficos que mostram o comportamento das amostras (graficos de

escores) e das variaveis (graficos de pesos)

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESPECTROS DE ABSORCAO UV-Vis DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

Apds a obtencdo dos extratos das amostras de prépolis foram gerados os respectivos

espectros (Figura 4).

Figura 4 — Espectros UV-Vis obtidos dos extratos da propolis estudados.
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Pode-se perceber pelos espectros (Figura 4), que as absor¢des se ddo essencialmente na
regido do ultravioleta, tendo comportamento em geral similar, mas h& diferencas nas intensidades
das bandas, deslocamentos dos méximos de absor¢do e aparecimento de bandas com
comportamentos diferentes. Tais perfis de absorcdo condizem com o esperado, uma vez que
alguns componentes estdo presentes em todas as amostras de propolis, como os flavonoides.

Tais diferencas estdo relacionadas com a procedéncia das amostras que sdo de diferentes regides
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de Minas Gerais, dependendo do local da coleta, da flora, da sazonalidade e do tipo de abelha
(LUSTOSA et al, 2008).

Como encontrado na literatura, os flavonoides e os fendlicos totais possuem espectros de
absorcéo caracteristicos no ultravioleta, determinados pelo ndcleo comum benzopirona e pelo
grupo fenol, respectivamente. As amostras apresentaram espectros semelhantes, com absorcdes
méaximas entre 200 e 400 nm. O resultado € coerente com a absor¢do da maioria dos compostos
fendlicos que é de 250 a 350 nm (MOURAO, 2013).

Os resultados encontrados estdo de acordo a legislagdo brasileira para extratos de prépolis,
a qual define que o extrato de prdpolis deve apresentar bandas caracteristicss das principais classes
de flavonoides entre 200 nm e 400 nm (Ministério da Agricultura, 2001). Esta analise é um dos
parametros fisico- quimicos utilizados para avaliar os extratos de prépolis, uma vez que suas
atividades farmacologicas estdo relacionadas a presenca de compostos fendlicos, tais como

flavonoides e acidos fenolicos.

5.2 DETERMINACAO DOS FLAVONOIDES

O método para quantificacdo dos flavonoides baseia-se na propriedade do cétion aluminio
formar complexos estaveis com os flavonoides. Este complexo promove um deslocamento da
absorbancia maxima para maiores comprimentos de onda e, assim, as absor¢bes ficam
intensificadas na regido espectral do visivel durante a analise espectrofotometrica. Desse modo,
é possivel determinar a concentracdo de flavonoides na amostra evitando a interferéncia de
outras classes de substancias fendlicas (MARCUCCI, WOISKY e SALATINO, 1998; BURIOL
et al., 2009).

A curva analitica (Figura 5) foi obtida a partir de solucdes de quercetina em 5
concentragdes distintas: 20 pg/mL, 65 ug/mL, 110 pg/mL, 155 pg/mL e 200 ug/mL. Todas as
solucdes foram preparadas em duplicata e analisadas em espectrofotbmetro a 425 nm, em
seguida, foi calculada a média das absorbancias de cada uma das concentragdes. Por fim, a curva
analitica correspondente foi obtida. A equacgéo da curva e o valor do coeficiente de determinacédo
(R?) foram, respectivamente, y = 0,0066x + 0,2708 e R2 =0,9143.

Figura 5 — Curva analitica obtida a partir de uma solucao padréo de quercetina
para a determinagéo do teor dos flavonoides.
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Os valores das absorbancias obtidos na construcdo da curva analitica (Figura 5) das
amostras de propolis sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Valores das absorbancias obtidos na determinacdo da curva analitica para a
determinacéo de flavonoides; determinac6es em duplicata.

Pontos da curva Absorbancia Pontos da curva Absorbancia
(PC) (425 nm) (PC) (425 nm)
PC1 0,222 PC1 0,224
PC2 0,889 PC2 0,912
PC3 1,068 PC3 1,075
PC4 1,320 PC4 1,334
PC5 1,496 PC5 1,498

Tabela 4 — Absorbéancias obtidas a 425 nm dos extratos etandlicos de prépolis para a
determinacéo dos flavonoides.

Amostras de Absorbancia Amostras de Absorbancia

propolis (P) (425 nm) propolis (P) (425 nm)
P1 0,653 P30 0,795
P2 0,708 P31 1,332
P3 0,707 P32 0,709
P4 0.807 P33 0,735
P5 0,681 P34 1,283
P6 0,648 P35 1,478
P7 0,733 P36 0,879
P8 1,015 P37 2,281
P9 0,673 P38 1,805




P10 0,695 P39 0,821
P11 0,710 P40 1,395
P12 0,825 P41 1,368
P13 0,893 P42 1,405
P14 0,692 P43 1,194
P15 0,667 P44 1,251
P16 0,683 P45 0,254
P17 0,882 P46 1,524
P18 0,674 P47 0,655
P19 0,669 P48 1,914
P20 0,827 P49 0,634
P21 0,708 P50 2,143
p22 0,655 P51 0,807
P23 1,008 P52 0,514
P24 0,674 P53 1,085
P25 1,208 P54 1,231
P26 1,355 P55 1,621
P27 0,728 P56 1,825
P28 1,414 P57 1,363
P29 1,149

Utilizando-se a equacao da curva foram determinados os teores de flavonoides diluidos
(em ppm),(Tabela 5).

Tabela 5 — Concentracdo (ppm) dos flavonoides nos extratos etandlicos das prépolis
investigadas.

Amostrasde | Concentracdo | Amostras de | Concentracdo de
propolis (P) de flavonoides | propolis (P) flavonoides
(PPm) (ppm)
P1 71,90 P30 87,54
P2 77,96 P31 146,67
P3 77,85 P32 78,07
P4 88,86 P33 80,93
P5 74,984 P34 141,27
P6 71,35 P35 162,74
P7 80,71 P36 96,79
P8 111,76 P37 151,16
P9 74,10 P38 158,75
P10 76,53 P39 90,40
P11 78,18 P40 156,64
P12 90,84 P41 162,65
P13 98,33 P42 154,70
P14 76,20 P43 131,47
P15 73,44 P44 137,75
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P16 75,20 P45 27,97
P17 97,12 P46 157,81
P18 74,21 P47 72,12
P19 73,66 P48 210,75
P20 91,06 P49 69,81
P21 77,96 P50 135,96
P22 72,12 P51 88,86
P23 110,99 P52 56,60
P24 74,21 P53 129,58
P25 110,09 P54 135,54
P26 139,20 P55 158,49
P27 80,16 P56 160,95
P28 156,71 P57 150,08
P29 126,52

5.3 DETERMINACAO DOS FENOLICOS TOTAIS

O método de Folin-Ciocalteu € o mais utilizado para a determinacdo de fenolicos totais
em proépolis. Este método baseia-se na reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotlingstico pelas
hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloracao azul que absorve entre 620 e 760 nm
com um comprimento de onda maximo em 725 nm. A reacdo ocorre em meio alcalino e a solugéo
saturada de carbonato de sodio € a base mais indicada. Este método, no entanto, nao é especifico,
pois determina todos os fenolicos presentes, como a determinagdo dos teores fendlicos totais,
além de substancias redutoras adicionadas ou naturalmente presentes na propolis (SWAIN e
HILLIS, 1959).

A curva analitica (Figura 6) foi obtida a partir de solucdes de acido galico em 5
concentragdes distintas: 10 ug/mL, 95 pg/mL, 180 pug/mL, 265 ug/mL e 350 ug/mL. Todas as
solucBes foram preparadas em duplicata e analisadas em espectrofotdémetro a 760 nm, em
seguida, foi calculada a média das absorbancias de cada uma das concentragdes. Por fim, a curva
analitica correspondente foi obtida. A equacéo da curva e o valor do coeficiente de determinacgdo
(R?) foram, respectivamente, y = 0,0048x + 0,3762 e R2 =0,9868.

Figura 6 — Curva analitica obtida para a determinacédo do teor dos fendlicos totais.
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Os valores das absorbancias obtidos na construcdo da curva analitica (Figura 6) das
amostras de propolis sdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 — Valores das absorbancias obtidos na determinacgédo da curva analitica; determinacgdes

em duplicata.
Pontos da curva Absorbancia Pontos da curva Absorbancia
(PC) (760 nm) (PC) (760 nm)
PC1 0,409 PC1 0,415
PC2 0,896 PC2 0,886
PC3 1,140 PC3 1,150
PC4 1,737 PC4 1,743
PC5 2,037 PC5 2,022

Tabela 7 — Absorbéancias obtidas a 760 nm dos extratos etandlicos de prépolis para a
determinacdo dos fendlicos totais.

Amostras de Absorbancia Amostras de Absorbancia

propolis (P) (760 nm) propolis (P) (760 nm)
P1 0,772 P30 1,259
P2 0,900 P31 0,898
P3 1,226 P32 1,018
P4 0,788 P33 0,986
P5 0,791 P34 0,972
P6 0,588 P35 0,426
P7 1,016 P36 0,835
P8 0,427 P37 0,431
P9 0,793 P38 0,986
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P10 0,446 P39 0,902
P11 0,792 P40 1,001
P12 0,914 P41 0,778
P13 0,938 P42 1,068
P14 0,813 P43 0,814
P15 1,063 P44 0,707
P16 1,221 P45 0,698
P17 0,992 P46 0,953
P18 1,340 P47 0,742
P19 0,950 P48 0,668
P20 0,741 P49 0,610
P21 0,672 P50 0,412
P22 0,616 P51 0,790
P23 0,412 P52 0,608
P24 0,790 P53 0,636
P25 0,881 P54 0,814
P26 0,616 P55 0,686
P27 0,891 P56 1,238
P28 0,638 P57 0,583
P29 0,859

Utilizando-se a equacdo da curva foram determinados os teores dos fendlicos totais

diluidos (em ppm), (Tabela 8).

Tabela 8 — Concentracdo (ppm) dos fendlicos totais nos extratos etanélicos das propolis
investigadas.

Amostras de Concentragdo | Amostras de | Concentragéo de
propolis (P) | de fendlicos totais| propolis (P) fenolicos totais
(ppm) (ppm)
P1 111,72 P30 182,20
P2 130,25 P31 129,96
P3 177,42 P32 147,32
P4 114,04 P33 142,69
P5 114,47 P34 140,66
P6 85,09 P35 61,65
P7 147,03 P36 120,84
P8 61,79 P37 62,37
P9 114,76 P38 142,69
P10 64,54 P39 130,53
P11 114,62 P40 144,86
P12 132,27 P41 112,59
P13 135,74 P42 154,56
P14 117,65 P43 117,80
P15 153,83 P44 102,31
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P16 176,70 P45 101,01
P17 143,56 P46 137,92
P18 193,92 P47 107,38
P19 137,48 P48 96,67
P20 107,23 P49 88,28
P21 97,25 P50 59,62
P22 89,15 P51 114,33
P23 58,18 P52 87,99
P24 114,33 P53 92,04
P25 127,50 P54 117,80
P26 89,15 P55 99,28
P27 128,94 P56 179,16
P28 92,33 P57 84,37
P29 124,31

5.4 ANALISE MULTIVARIADA DOS DADOS

Analisando-se as Tabelas 5 e 8 pode-se sugerir que os teores de flavonoides e fenolicos
totais ndo estdo relacionados com um tipo especifico de prépolis ou com um tipo de produtor e
regido, visto que os maiores teores foram encontrados em diferentes tipos de prépolis e em distintas
regides de producao.

Segundo Bontempo (2008), em média, uma abelha voa 500 m de distancia da colmeia
podendo visitar quase 200 flores por viagem. Além disso, 0s enxames podem recolher néctar e
resinas em um raio de até 10 km, certamente refletindo numa composicéo variada da propolis.
Desse modo, as diferencas entre as amostras podem entéo estar relacionadas tanto ao local de
coleta, quanto com 0s recursos vegetais, com o periodo sazonal da producdo e as espécies de
abelhas. Isso influencia diretamente as composi¢Ges quimica, fisica, bioldgica e a atividade
farmacoldgica da propolis. Como no Brasil a coleta da propolis acontece durante todo o ano é
provavel que a variacdo sazonal seja fator determinante na composi¢cdo do produto final
(BASTOS, 2010).

A Figura 7 mostra o gréfico biplot da PCA, na qual observa-se a distribui¢cdo das amostras
de prépolis em funcdo dos perfis espectrais e teores de flavonoides. A PC1 é a primeira
componente principal e explica a maior variabilidade dos dados, 93,49%, e a PC2 explica cerca
de 4,87% da informacéo totalizando, entdo, somente com essas duas componentes, 98,36% da
variancia original dos dados. Pode ser constatado que as amostras ndo mostram perfis de

distribuicdo em fungéo do tipo de propolis, isto é, green, ultragreen, brown e black.
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Figura 7 — Gréfico biplot da PCA dos dados das amostras de propolis em funcgdo dos

espectros UV-Vis e teores dos flavonoides, considerando o tipo de propolis

(G — green, UG — ultragreen, BL — black, BR — brown).
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A Figura 8 mostra o grafico biplot da PCA, aonde se tem a distribuicdo das amostras
de propolis em funcao dos perfis espectrais e teores de flavonoides, representando o local de
coleta. Pode ser constatado que as amostras ndo mostram perfis de distribuicdo em funcéo
do local de coleta de prdpolis, isto é, a regido de producdo ndo infere nas caracteristicas

especificas das amostras a fim de se ter um padrdo de comportamento.

A calibracdo multivariada por meio dos quadrados minimos parciais foi realizada
porém ndo foi possivel correlacionar os espectros com os respectivos teores de flavonoides
e de fendlicos totais das diversas amostras investigadas, mostrando um possivel grau de
maior complexidade entre estes parametros ou a necessidade de diferentes abordagens de
analise quimica para esse fim, como a utilizagdo de espectrometria de massas nas analises.
Entretanto, o que é mais provavel no caso deste trabalho, € que seja necessaria uma
quantidade maior de amostras de cada tipo de propolis podendo-se tentar uma correlacéo

entre 0 mesmo tipo.
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6- CONCLUSAO

Avaliando-se a possivel relacdo entre os perfis espectrais e os teores de flavonoides e
fenolicos totais dos extratos de propolis de diferentes tipos e regibes de Minas Gerais, nao foi
possivel, correlacionar tais pardmetros, considerando as abordagens quimicas, tratamento
multivariado de dados e quantidade de dados utilizados.

Os fatores que contribuiram para esse resultado podem ter sido oriundos do fato de queas
amostras ndo possuiram diferenca de sazonalidade, ou seja, todas foram colhidas na mesma
época do ano e, talvez, do tipo de material vegetal coletado pelas abelhas para obtencdo das
amostras de prépolis estudadas, ou pela variabilidade genética das abelhas ndo existir nesse
caso, ja que todas as amostras cedidas foram de uma macro-regido do estado de Minas Gerais
podendo todos os produtores utilizarem o0 mesmo tipo de abelha.

A anélise das componentes principais apontou diferenciacdo das amostras em func¢éo dos
tipos de prépolis, mostrando no gréfico biplot que no quadrante direito superior ha predomonio
do tipo ultragreen e green, e no quadrante direito inferior ha predominio do tipo brown e black.
Essa resposta pode sugerir que os parametros investigados (perfil espectral na regido do UV-Vis
e teores de flavonoides e fendlicos totais) apontam uma possivel diferenca das propolis na
macro-regido do estado de Minas Gerais investigada. E importante ressaltar que o resultado néo
é conclusivo e que precisam ser realizadas novas analises para concretizar um modelo de
calibracéo.
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