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RESUMO

A Apis mellifera, € uma abelha social que pertence ao género Apis, normalmente
apontada como uma grande produtora de mel devido a alta capacidade de adaptacao
e grande criacdo em apiarios. Essas caracteristicas favoreceram o surgimento de
diversas subespécies promovendo variedade geografica e organizacdo complexa.
Entre os produtos produzidos pela Apis, a propolis destaca-se como um dos mais
populares e é formada por uma complexa matriz resinosa, produzida a partir da coleta
de exsudatos vegetais e da adi¢cdo de cera, portanto dependendo do local e da época
do ano, a composicao da prépolis pode mudar. Devido a essa variabilidade, a propolis
pode ser classificada em vérios tipos, uma das mais comuns é a propolis marrom,
presente em todo Brasil e rica em compostos fendlicos. A prépolis verde recebe esse
nome devido a clorofila presente em sua origem botanica, Baccharis dracunculifolia,
e 0s marcadores quimicos, artepilin C e bacarina. A propolis vermelha é caracteristica
da regido norte e é rica em flavonoides, ja a amarela, é rica em triterpenoides. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi analisar os constituintes quimicos da prépolis
coletada pela abelha Apis mellifera na regido semiarida no interior do Ceara a fim de
tentar classifica-la e aumentar valor agregado. Foi avaliado o teor de compostos
fendlicos, flavonoides e a capacidade antirradicalar. A avaliagdo de constituintes
guimicos foi realizada a partir da obtencdo do extrato etandlico, posteriormente
particionado em diferentes polaridades com os solventes: hexano, acetato de etila e
metanol: dgua (1:1). Em seguida, a fracdo hexanica passou por diferentes colunas
cromatograficas, e gerou 50 fracdes que, através de analise por CCDA, foram
reagrupadas por similaridade. Dessas amostras, a composic¢ao foi indicada através de
técnicas como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS)
e espectrometria de infravermelho. Por meio dessas analises, foi possivel identificar
as principais classes de compostos: alcanos, alcenos e triterpenoides, especialmente
o lupeol e acetato de lupeol. O resultado de fendlicos e flavonoides foi expressivo para
0 extrato etanolico e as fracbes ACOEt e MeOH, como esperado, a fragdo hexanica,
mais apolar, ndo apresentou atividade nos testes. E o resultado da atividade
antirradicalar em comparacao aos padrdes utilizados de acido ascérbico e quercetina,
apresentam resultados de 9,29 a 20,17 ug/mL para o radical DPPH e 2,52 a 17,45
png/mL para o radical ABTS, sendo considerados boas fontes de compostos
antioxidantes. A analise do perfil quimico permitiu a identificacdo dos constituintes
guimicos da prépolis de Apis mellifera da regido semiarida do Ceara tais como
triterpenos e hidrocarbonetos de cadeias longas. As fracOes e extrato da amostra
analisada apresentaram variacdes no teor de fendlicos e flavonoides, e no potencial
antioxidante com o radical DPPH e ABTS que pode estar ligada a sazonalidade,
composicao quimica e botanica das amostras.

Palavras-chave: Abelha. Apis mellifera. Propolis. Lupeol.



ABSTRACT

Apis mellifera is a social bee that belongs to the genus Apis, commonly recognized as
a major honey producer due to its high adaptability and extensive rearing in apiaries.
These traits have led to the development of various subspecies, promoting geographic
diversity and complex organization. Among the products produced by Apis, propolis
stands out as one of the most popular and is formed by a complex resinous matrix,
created from the collection of plant exudates and the addition of wax. Consequently,
depending on the location and the season, the composition of propolis may vary. Due
to this variability, propolis can be classified into several types. One of the most common
types is brown propolis, found throughout Brazil and rich in phenolic compounds.
Green propolis is named for the chlorophyll present in its botanical source, Baccharis
dracunculifolia, along with chemical markers artepillin C and bacarin. Red propolis is
characteristic of the northern region and is rich in flavonoids, while yellow propolis is
rich in triterpenoids. Thus, the objective of this study was to analyze the chemical
constituents of propolis collected by Apis mellifera in the semi-arid region of the interior
of Ceara, with the goal of attempting to classify it and increase its added value. The
levels of phenolic compounds, flavonoids, and radical-scavenging capacity were
evaluated. The evaluation of chemical constituents was performed by obtaining the
ethanolic extract, which was then partitioned into different polarities using the solvents:
hexane, ethyl acetate, and methanol:water (1:1). Next, the hexane fraction was
subjected to various chromatographic columns, generating 50 fractions that were
regrouped by similarity through TLC analysis. For these samples, the composition was
determined using techniques such as gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS) and infrared spectrometry. These analyses enabled the identification of the main
classes of compounds: alkanes, alkenes, and triterpenoids, particularly lupeol and
lupeol acetate. The levels of phenolics and flavonoids were significant for the ethanolic
extract and the AcOEt and MeOH fractions, as expected, the more nonpolar hexane
fraction showed no activity in the tests. The results of the radical-scavenging activity,
when compared to the standards of ascorbic acid and quercetin, ranged from 9.29 to
20.17 pg/mL for the DPPH radical and 2.52 to 17.45 pg/mL for the ABTS radical,
indicating good sources of antioxidant compounds. The chemical profile analysis
allowed the identification of the chemical constituents of Apis mellifera propolis from
the semi-arid region of Ceard, such as triterpenes and long-chain hydrocarbons. The
fractions and extract of the analyzed sample showed variations in the levels of
phenolics and flavonoids and in the antioxidant potential with DPPH and ABTS
radicals, which may be related to the seasonality, chemical composition, and botanical
origin of the samples.

Keywords: Bee. Apis mellifera. Propolis. Lupeol.
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1. INTRODUCAO

As abelhas, cuja origem esta estimada em cerca de 128 milhdes de anos,
provavelmente evoluiram a partir de vespas, ap0s o surgimento das angiospermas.
Esta evolucdo esta diretamente ligada ao papel essencial que as abelhas
desempenham na polinizacdo das plantas (Sann et al., 2018; Silveira et al., 2002).
Podem ser classificadas de acordo com as caracteristicas fisicas ou socializacéo,
devido a grande variabilidade, muito ainda se estuda sobre a melhor forma de
agrupamento das abelhas, dessa forma pode-se destacar os grupos Bombini,
Meliponini e Apini (Michener, 2007; Nogueira Neto, 1997). Dentre elas, pelas
caracteristicas de facil adaptacéo a diferentes ecossistemas e alta producdo de mel,
a Apis mellifera foi trazida ao Brasil e atualmente é predominante (Domingos, 2016),
portanto, desempenham um papel vital na diversidade ecoldgica e na sustentabilidade
dos ecossistemas, sendo essenciais para a reproducdo das plantas e a producéo
agricola (EMBRAPA, 2007; llyasov et al., 2020).

Na agricultura, as culturas que produzem flores em grande quantidade
frequentemente sdo consideradas recursos forrageiros ideais. 1Sso ocorre porque a
visitacdo dessas flores por insetos polinizadores pode resultar na polinizagdo eficaz
das plantas, levando a um aumento significativo no rendimento das culturas. Assim, a
interacdo entre as plantas e os polinizadores desempenha um papel crucial na
produtividade agricola e na manutenc¢éo da biodiversidade (Knapp et al., 2018).

Além do processo de polinizagdo e da producdo de mel, outro produto
importantissimo das abelhas é a propolis. Podendo ser definida como o resultado da
mistura de resina, brotos e exsudados de diversas partes de plantas adicionados de
secrecOes salivares, cera e pdlen, é usado pelas abelhas para cobrir buracos e
fissuras das paredes das colmeias, além de embalsamar animais invasores, evitando
gue a sua decomposi¢cdo contamine a colmeia (Oliveira, 2023).

Quanto a composicao da propolis, estima-se que ja foram identificados muitos
componentes diferentes, dentre 0s quais encontram-se terpenos, aldeidos, acidos
carboxilicos, flavonoides e fendis. A propor¢cédo desses componentes também varia de
acordo com a regido em que a prépolis é formada (Franchin et al., 2024), gerando a
oportunidade para expandir o conhecimento sobre as propriedades e potenciais

aplicacdes dessas propolis menos estudadas e até mesmo desconhecida.
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Acredita-se que uma colmeia possa produzir entre 100 e 300 gramas de
propolis anualmente, sendo Apis mellifera a mais eficiente produtora de prépolis entre
todas as abelhas (Cruz, 2021). Comercialmente, o Brasil € um grande exportador e
esse mercado se expandiu muito, principalmente apos a pandemia de covid-19 (Vidal,
2021). Contudo, a propolis ainda ndo pode ser considerada um farmaco devido a
variabilidade de sua composicéo quimica (Yang et al., 2022).

Diante do exposto, demonstra-se a importancia de se abranger os estudos
acerca da propolis levando em consideracdo sua origem geografica e
consequentemente, boténica, para entender suas variagbes acerca de composi¢cao
guimica. Para que com esses dados seja possivel padronizar suas propriedades

biolégicas e, dessa forma, aumentar seu valor agregado financeiro e cientifico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A abelha Apis mellifera

As abelhas pertencentes a familia Apidae fazem parte da ordem Hymenoptera,
a qual também inclui vespas, formigas e cupins, todos conhecidos por seu
comportamento social. Esse grupo diversificado contém mais de 20 mil espécies
catalogadas (Orr et al., 2021; Michener, 2007). O Brasil € um pais privilegiado que
abriga cerca de metade dessas espécies, devido a sua vasta extensao territorial e
riqgueza de ecossistemas.

Dentro dessa familia, as abelhas apresentam notaveis diferencas entre si, e
estdo organizadas em trés principais tribos: Bombini, Meliponini e Apini (De Paula,
2019; Michener, 2007). As abelhas do género Bombini, mais conhecidas como
abelhas-bombus ou mamangavas, sédo caracterizadas por robustez e capacidade de
vibrar as asas em frequéncias que facilitam a liberac&do do polen das flores (Knapp et
al., 2018). As Meliponini, conhecidas como abelhas-sem-ferrdo, também chamadas
de abelhas indigenas, sdo um grupo diversificado de abelhas sociais encontradas
principalmente em regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo (De Paula et al.,
2019; Gruter, 2020).

O grupo Apini englobam as abelhas do género Apis, conhecidas como abelhas
meliferas, amplamente reconhecidas por serem as principais produtoras de mel no
mundo. As abelhas Apis sédo altamente sociais, formando colbnias com uma
organizacdo complexa. Cada colmeia € liderada por uma Unica rainha reprodutora,
enquanto milhares de operéarias desempenham diversas fun¢des na colonia, desde a
coleta de néctar e polen até a construcdo e defesa da colmeia (Akongte et al., 2022;
Michener, 2007).

Originarias da Africa, as abelhas Apis mellifera se espalharam para a Asia e
Europa. Ao longo de sua historia, evoluiram e se adaptaram a uma ampla gama de
ambientes, enfrentando variadas condi¢cdes climaticas e disponibilidade de recursos
alimentares. Essa diversidade ambiental favoreceu o surgimento de diferentes
subespécies de abelhas meliferas (Carr, 2023; llyasov et al., 2020). Atualmente, a
abelha Apis mellifera africanizada predomina no pais, desenvolvida através de
hibridos que combinam a mansidao das abelhas europeias com a produtividade das
africanas. Esses cruzamentos resultaram em abelhas com caracteristicas como alta

capacidade enxameatoria, comportamento defensivo, produtividade elevada, intensa
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atividade forrageira, resisténcia a doencas e adaptacéo eficaz a uma variedade de
condicOes climaticas e geograficas (Aguila-Aguilar, 2024; Carr, 2023).

As abelhas Apis mellifera também exibem eussocialidade, um nivel avancado
de organizagdo social entre os insetos. Esse fendbmeno € caracterizado pelo
compartilhamento do ninho, cuidado coletivo da prole, divisdo social de trabalho em
castas com individuos morfologicamente distintos e sobreposicdo de geracbes
(Canciani et al., 2019). Uma coldnia tipica de Apis mellifera € composta pela rainha,
milhares de abelhas operéarias responsaveis pelas atividades de coleta de néctar,
construcdo de favos e cuidado com a cria, além de algumas centenas ou nenhum
zangao, cuja fungao principal é a reproducgdo (Smith, 2016).

Quanto a morfologia, a afro-europeu apresenta entre 12 e 13 mm de
comprimento, e possuem ferrdo. Quando ameacadas, essas abelhas podem
apresentar agressividade e irritabilidade, necessitando de cautela. Em relagdo ao
habitat, a Apis mellifera (Figura 1) pode ser encontrada em diversos ecossistemas,
como savanas, florestas tropicais, desertos, regides litorais e areas montanhosas
(Oliveira, 2014).

Figura 1 - Abelha Apis mellifera mellifera.

Fonte: (Autora)

As abelhas participam significativamente da diversidade ecoldgica e da
sustentabilidade dos ecossistemas, além de garantir a reproducéo bem-sucedida das
plantas (Domingos, 2016). Além disso, o papel na polinizacéo é essencial a produgéo

agricola, pois muitas culturas dependem diretamente da atividade polinizadora das
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abelhas para a formacgao de frutos e sementes. Portanto, salvaguardar as populagdes
de abelhas e os seus habitats € crucial para a salde dos ecossistemas e para a
seguranca alimentar global (EMBRAPA, 2007).

2.2 Produtos da Apis mellifera

As abelhas produzem uma variedade significativa de produtos, cada um com
propriedades e funcdes particulares (Akongte et al., 2022; Scheiner, et al., 2013). Um
dos mais conhecidos € o mel, uma solu¢éo supersaturada composta principalmente
por acucares (79,6%), sendo frutose (38,19%) e glicose (31,28%), e agua (17,2%).
Também contém uma ampla gama de componentes menores com propriedades
antioxidantes, como acidos fenolicos e flavonoides, além de aminoacidos e certas
enzimas, como catalase e glicose oxidase. De acordo com as condi¢des geograficas
e climéticas, ha uma diferenca consideravel na composicdo e no conteudo de
fitoquimicos (polifendis e acidos fendlicos) encontrados no mel. Alguns desses
fitoquimicos sao terpenos, alcool benzilico, acido siringico (acido 4-hidroxi-3,5-dimetil
benzoico), 5-dimetil-4-hidroxibenzoato, acido 5-trimetilbenzoico, acido 4-dihidroxi
benzoico e 2-hidroxi benzeno, que contribuem para a atividade antimicrobiana do mel.
A cor, sabor, aroma e consisténcia do mel variam conforme a origem floral, o clima e
a manipulacao do apicultor (Sah; Chandra, 2023).

A cera, outro grande produto das abelhas, apresentam uma complexa mistura
com diversos componentes orgénicos como ésteres acidos, hidrocarbonetos e acidos
graxos na composi¢do quimica (Tulloch, 1980). Essa mistura lipidica complexa é
formada pelas glandulas das abelhas operérias, adicionadas de secrecdes salivares
e utilizada para construcéo da colmeia (Svecnjak et al., 2019).

Composto principalmente de carboidratos como frutose, glicose e maltose, tal
como proteinas e aminodacidos, o polen compde a necessidade nutricional das
abelhas, que sdo conhecidas como grandes agentes polinizadoras (Thakur, Vikas,
2020). Esse polen coletado também é transformado em outro grande produto das
abelhas, o grdo de pdlen, que é formado pela adicdo de saliva e néctar, e armazenado
nas colmeias em potes construidos de cerume enquanto passam por modificacdes
fisico-quimicas e microbioldgicas (Nogueira-Neto, 1997; Batista, 2024).

A geleia real é secretada pelas glandulas das abelhas (Freitas, 2020). E um
produto importante pois contém uma ampla gama de componentes biologicamente

ativas e sdo constituidas basicamente de proteinas, oxidase, glucosidase e amylase
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(Ahmad et al.,, 2020) e € um alimento para a abelha rainha, podendo ser
comercializado ao natural, misturado com mel ou em comprimidos nas industrias de

medicamentos e produtos de beleza. (Domingos, 2016).

2.3 Prépolis

Conhecida pelas propriedades medicinais, a propolis € um dos principais
produtos das abelhas. Formada da mistura de substancias coletadas de diferentes
partes das plantas, exsudatos, secre¢fes salivares e resinas, a propolis é um sélido
resinoso, com baixa solubilidade em agua (Sousa et al., 2019). E usada na construcéo
da colmeia, para tapar buracos e até mesmo para embalsamar animais invasores a
fim de que seus corpos ndo se decomponham e contaminem a colmeia. Dai vem a
origem grega do nome que significa “em defesa da cidade” (pré-, em defesa de, e
polis-, cidade) e do latim “propolire” (casaco) (Oliveira, 2023).

Em paises com clima tropical, como o Brasil, ha uma maior diversidade de
plantas que servem como fonte para as abelhas, o que torna mais solicitada a
identificacdo da origem botanica da propolis. Portanto, sabendo que a principal
composicao da prépolis sdo materiais coletados pelas abelhas, o0 ecossistema que ela
se encontra afeta diretamente a qualidade e a composi¢cdo quimica deste produto
(Oliveira, 2023).

Estima-se que ja foram identificados diversos componentes diferentes, dentre
eles encontram-se terpenos, aldeidos, acidos carboxilicos, flavonoides e fendis. A
propor¢cdo desses componentes também varia de acordo com a regido em que a
propolis é formada, essa versatilidade permite a classificacdo de acordo com a origem
botanica (Franchin et al, 2024).

Apresenta uma grande variedade de cores, que vao do marrom ao carmesim e
terminando no verde, com caracteristicas fisico-quimicas que incluem uma natureza
lipofilica e uma textura dependente da temperatura que se torna mais quebradica a
temperaturas mais elevadas (Cruz, 2021).

Conhecida como propolis verde é predominantemente encontrada no sudeste
do Brasil, devido a prevaléncia do bioma cerrado, marcado pela abundancia de
Baccharis dracunculifolia ou como é conhecida, alecrim-do-campo. A propolis recebe
esse nome gracas a coloracdo da B. dracunculifolia, a clorofila presente nas partes
coletadas pelas abelhas confere uma coloracéo verde a préopolis formada (Salatino et

al., 2021). A propolis deste tipo € composta principalmente pelos derivados prenilados
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do acido cinamico, tais como acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (artepillin C, Figura
02), acido 3-prenil-4-dihidroxicinamoloxicinamico (bacarina) e 3-prenil-4-acido
hidroxicinamico (drupanina, Figura 2), além de flavonoides como aromadendrina-4'-
metil éter. Contém também terpenos, incluindo sesquiterpenos volateis como
espatulenol (Figura 02) e nerolidol, que desempenham papel crucial na atracao das
abelhas. Além disso, outros compostos volateis foram identificados na propolis verde
da regido de Minas Gerais, como 2,3-dihidrobenzofurano e acido 2,5-dimetil-y-oxo

benzenobutandico (Costa et al., 2018; Franchin et al., 2024).

Figura 2 - Estrutura do Artepilin C, Espatulenol e Drupanina.

HO H OH

Drupanina

Espatulenol

OH

Artepilin C
HO

Fonte: (Elaborado pela Autora)

A prépolis vermelha de manguezal, proveniente da regidao Nordeste do Brasil,
tem despertado crescente interesse no mercado internacional. Produzida a partir dos
exsudatos de Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub. (Fabaceas), uma planta que é a
fonte dos principais constituintes dessa variedade de propolis no Brasil. Os
componentes destacados incluem isoflavonoides como formononetina (Figura 3),
liquiritigenina, vestitol, neovestitol, biochanina A e medicarpina, assim como a
isoliquiritigenina, que € uma chalcona. A prépolis vermelha brasileira também é rica
em flavonoides Unicos, incluindo dimeros como propolonas, conhecidos pela atividade
citotoxica contra células cancerigenas (Franchin et al., 2024). Outros constituintes

importantes sdo as benzofenonas polipreniladas, com destaque para a guttiferona E
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(Figura 3) e a oblongifolina B, além de triterpendides provenientes de Symphonia
globulifera L.f., uma espécie nativa da Mata Atlantica encontrada nas areas costeiras

préximas aos manguezais (Franchin et al., 2024; De Paula, Izidora, Ribeiro, 2022).

Figura 3 - Estrutura da Formonocetina e Gutiferona E.

0 Formononetina

Gutiferona E HO

Fonte: (Elaborado pela Autora)

Com relagdo aos compostos volateis, uma amostra de propolis vermelha da
Bahia revelou a presenca de a-copaeno, anetol, eugenol, a-cubebeno, metil-
bergamoteno, B-cariofileno e elemicina. Esses compostos adicionam complexidade a
composicao da propolis vermelha, conferindo-lhe propriedades Unicas que contribuem
para seu potencial terapéutico e valor comercial crescente (Franchin et al., 2024; De
Paula, 1zidora, Ribeiro, 2022).

Muito presente no nordeste do pais, e principalmente no estado do Piaui a
prépolis amarela é caracterizada pela presenca de pelo menos quinze triterpenoides,
dentre eles estdo derivados de cicloartano: acido isomangiferélico, acido
mangiferdlico, acido mangiferénico, acido ambodnico, acido ambdlico e 24-metileno

cicloartano-3p4,26-dio, aléem de trés triterpenoides que também sao encontrados em
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outros tipos de propolis, como demonstrado na figura 5, a f-amirina, lupeol e olean-
12-en-3-one (Machado et al., 2016).

Figura 4 - Estrutura do Lupeol e g-amirina.

- amirina

Fonte: (Elaborado pela Autora)

A prépolis marrom apresenta uma diversidade quimica significativa, resultando
em diferentes composic¢des quimicas e variadas atividades bioldgicas. Este cenario é
um desafio consideravel devido a sua producdo em diferentes regibes do Brasil,
abrangendo do nordeste ao sul do pais, onde diferentes biomas e uma vasta
diversidade de plantas podem servir como fontes boténicas. A prépolis marrom é
caracterizada por acidos cafeoilquinicos, derivados do acido p-cumarico, flavondis e
compostos derivados do acido benzéico (Tazawa et al., 2016; De Queiroz et al., 2021).

Compostos fendlicos previamente identificados na propolis verde brasileira,
como acido p-cumarico, drupanina, artepilina C e bacarina, também foram
encontrados em extratos padronizados de propolis marrom, revelando similaridades
no perfil fendlico entre esses dois tipos de prépolis. Além dos marcadores quimicos
tradicionais da prépolis verde, a propolis marrom pode conter concentracdes menores
de acido propandico e cinamico. Outros compostos fendélicos, como demonstrado na
figura 6, como crisina, pinocembrina, galangina, éster feniletilico do &cido caféico e

pinobanksin-3 -acetato, também foram detectados na prépolis marrom, ampliando
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ainda mais sua complexidade quimica e potencial aplicagéo terapéutica (Rodrigues et
al., 2016; De Queiroz et al., 2021).

Figura 5 - Estrutura da Crisina, Acido propanoico e Pinobanksin-3-acetato.

O OH

o)

Crisina

HO o]

Acido propanoico OH o) )\
O

Pinobanksin-3-acetato

Fonte: (Elaborado pela Autora)

Outras variedades de propolis originarias dos diversos biomas brasileiros e
suas plantas nativas ainda ndo alcancaram uma relevancia comercial possivelmente
devido a escassez de estudos abrangentes que investiguem suas composicdes
fitoquimicas exclusivas. Em geral, a pesquisa tem se concentrado predominantemente
na identificacdo de compostos bioativos utilizando técnicas avancadas como
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa e ressonancia magnética
nuclear. No entanto, ha uma caréncia significativa de estudos quantitativos que
avaliem os niveis desses compostos em tipos menos explorados de propolis brasileira
(Franchin et al., 2024).

Apesar de ser muito conhecida pelas suas propriedades farmacoldgicas
antibacterianas (Przybytek; Karpinski, 2019), antiviral (Ripari et al., 2020), antifungica
(Gucwa, 2018), anti-inflamatoria (Pimentel et al., 2022), antioxidante (Marcucci et al.,

2020) e cicatrizante (Hoffmann; Paiva, 2021), a propolis ndo pode ser considerada um
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by

farmaco devido a alta variabilidade de sua composicdo quimica. Uma amostra
coletada no mesmo local em épocas diferentes do ano, podem possuir componentes
variaveis (Yang, et al., 2022).

Os antioxidantes desempenham um papel crucial no controle dos efeitos
nocivos dos processos oxidativos, prevenindo ou reduzindo a formagao de radicais
livres (Degaspari et al., 2004; Marcucci et al., 2020). O aumento e o desequilibrio dos
niveis de radicais livres no corpo tém sido associados ao surgimento de varias
doencas. A luz desse crescimento significativo, ha uma demanda por produtos
naturais com propriedades antioxidantes, particularmente aqueles que contém
compostos fendlicos. (Devasagayam et al., 2004; Marcucci et al., 2020). Entre as
atividades terapéuticas presentes na propolis, a atividade antioxidante é uma das mais
valorizadas, geralmente atribuida a presenca de compostos polifendlicos, que sao
considerados potenciais protetores contra os efeitos prejudiciais dos radicais livres.
De maneira geral, esses compostos inibem processos de peroxidacdo e
envelhecimento dos tecidos, além de oferecer protecdo contra doencas
degenerativas, como a aterosclerose. (Campos, 1997). Essa lacuna representa uma
oportunidade para expandir o conhecimento sobre as propriedades terapéuticas e
potenciais aplicacdes dessas propolis menos estudadas, promovendo um maior
aproveitamento dos recursos naturais brasileiros e agregar valor aos produtores

locais.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar o perfil quimico da prépolis coletada pela abelha Apis mellifera na

regido semiarida do Ceara

3. 2 Especificos
° Analisar o perfil quimico (compostos apolares) da propolis
° Analisar o teor de fendlicos totais, flavonoides e atividade
antirradicalar do extrato e fragcdes da propolis
° Identificar através de CG/MS da fracdo hexanica os componentes

da propolis
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4. METODOLOGIA

4.1 Equipamentos, reagentes e padrdes

Para extracgao foi utilizado aparelho de ultrassom (Eco-sonics) e rotaevaporador
(Buchi). Ja para a analise cromatografica em coluna (CC) foi utilizado suporte
Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences, Suécia). A Cromatografia em Camada
Delgada Analitica (CCDA) foi realizada utilizando placas de silica gel (Macherey-
Nagel, Germénia) e como reveladores os reagentes anisaldeido e Liebermann. A
analise das amostras foi realizada por cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama (GC-FID) em um Perkins Elmer Clarus 580 GC, aparelho
equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm
-Hexis Cientifica), acoplado com um espectrometro de massa MS Clarus SQ 8 S. O
forno foi programado para uma temperatura de 50 a 200°C a uma taxa de 3°C/min
durante 20 minutos e se manteve a 200°C com tempo total de 97,67 minutos para
eluicdo. As temperaturas do detector e do injetor estavam em 280°C. O hidrogénio era
usado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 13,9 mL/min e 15,6 p.si. pressao
de entrada no modo split. Espectro de massa foram tomadas a 70eV; um intervalo de
varredura de 0,3s e fragmentos de 37 a 660 Da. Para a identificagcdo dos compostos
foram utilizados duas bibliotecas Instituto Nacional Estandar e Tecnologia (NIST e
NIST2). A analise de infravermelho com transformada de Fourier com modulo ATR
(Shimadzu, modelo IRSpirit) da fragdo hexénica e das misturas obtidas foi realizada
combinando alta velocidade, sensibilidade com uma relagcdo de 60.000:1 Sinal/ruido,
com uma faixa de varredura é de 4.000-400 cm-1 (regido do infravermelho médio) A
leitura de absorbéancia para determinacédo do teor de fendlicos totais, flavonoides e
atividade antiradicalar (DPPH*ABTS) foi realizada no aparelho (Asys HiTech UVM 340,
Biochrom, EUA) utilizando placa de 96 poc¢os. Foram utilizados o0s seguintes
reagentes: Carbonato de sédio (Na2COs) a 15%, acido galico (Fluka) e Folin-
Ciocalteau (marca-avaliacdo do teor de fendlicos totais), radical DPPH (2,2-difenil-1
picril-hidrazila-marca), etanol PA e &cido ascoérbico (Sigma- Aldrich, Sternheim,

Alemanha) (atividade antirradicalar com o radical livre DPPH).

4.2 Obtencéo e extragado do material
A amostra de propolis da Apis mellifera foi coletada no municipio de Crateus

no interior do Ceara. A extracdo ocorreu com etanol sob agitacdo por 30 minutos de
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forma exaustiva em aparelho de ultrassom. As solugdes extrativas foram filtradas e
concentradas usando rotaevaporador a 40 °C fornecendo o extrato etandlico.

Aproximadamente 73,0 gramas do extrato etandlico da propolis foram
solubilizadas em metanol:dgua (1:1 v/v) e realizada a particdo com hexano e acetato
de etila, fornecendo as denominadas fragdes hexanica (Fr Hex), fracdo acetato de
etila (Fr AcOEt) e fracdo metanol:agua (Fr MeOH:H20) (Esquema 1). Das quais foram
determinados o teor de flavonoides totais, fendlicos totais e atividade sequestradora
dos radicais DPPH < e ABTS.

Esquema 1. Extracéo e particdo liquido-liquido da prépolis de Crateus.

( Propolis Crateis :
Extrato EtOH
73,21 gr

Particao
Liquido-Liquido

Y
Fr AcOEt { Fr Hexanica \\ Fr MeOH:H=0
2,632 gr \ 44,06 gr / 20,67 gr

Y

Determinacéo de:
flavonoides totais
fendlicos totais e
atividade sequesftradora dos radicais DPPH = .

Fonte: (Elaborado pela Autora)

4.3 Cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 da fracdo hexanica da
prépolis
Aproximadamente 30,0 g da fracdo hexanica da propolis foi submetida a

cromatografia em coluna utilizando o Sephadex LH-20 e eluida no sistema
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MeOH:CH2Clz (7:3). Ao total resultaram 13 fracdes, apds analise em CCDA as fragcfes
2 a 12 foram reagrupadas e submetidas a rotaevaporacdo resultando em
aproximadamente 28,0 g de amostra. Essa amostra passou novamente em Sephadex
LH-20. Apés a coleta das 12 fragBes resultantes e suas respectivas analises em
CCDA, as fracbes da 2 a 11 também foram agrupadas por similaridade ficando

aproximadamente 26,8 g da amostra conforme exemplificado no esquema 2.

4.4 Cromatografia em coluna com silica gel da fracdo hexanica

Parte da fracdo hexanica da amostra foi submetida a cromatografia em coluna
utilizando silica gel e eluida em diferentes concentracdes. Ao total, 12 sistemas de
eluicbes foram utilizados, na seguinte ordem: hexano puro, hexano:acetato (95:5),
hexano:acetato (9:1), hexano:acetato (8:2), hexano:acetato (7:3), hexano:acetato
(5:5), acetato puro, acetato:metanol (9:1), acetato:metanol (7:3), acetato:metanol
(5:5), metanol puro e metanol: agua (9:1) (Esquema 2). Cinquenta frac6es foram
coletadas, analisadas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
reveladas em camara de UV (254 e 366 nm), coradas com reagente Liberman,
anisaldeido e reunidas de acordo com o fator de retencdo. A identificacdo dos
principais compostos foi através dos dados de massas obtidos por CG/MS, técnicas

espectroscopicas de UV, e comparacao com dados da literatura.
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Esquema 2. Isolamento dos principais constituintes quimicos da prépolis

| Prépolis Crateds b
Exiraie EIDH
Tzl

N
Coluna cromatogerafica - Sephadea 30 ge)
Sigtema MeOH:CH: Clz (7:3) & 13 fragdes coletadas.

(&1 (P:z} (nra Y (Fa) (Fs) .[:::&_) ( F::-:] (P:a} [Frrnj [:_Frm) (Fru) (Fraz) {'nu:}

( Coluraa cromalogeafica - Sephadex(28 gr)

Sisterna MeOH:CHz Clz (7:3) e 12 fragples coletadas.

D) D @D (ED (75) (7o) (7D (D) (1) (En) (Fi)

( Coluna cromalogrifica - Sikca (20 gr)
11 geadentis dilerentes: HecAoDET (T)e AcOEEMeOr (4) ¢ 50 fracles
Cobertmcas.

Fonte: (Elaborado pela Autora)
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ApOs passar pela coluna de silica gel, a fragdo hexanica da propolis de Cratels
gerou 50 fracdes que foram reagrupadas por similaridade apds analise por CCDA,

conforme tabela 1.

Tabela 1. Fracdes da particdo correspondente a cada amostra analisada.

Nome final da amostra - Peso final| Fracdes correspondentes

Amostra 1 - 0,0562g Fracédo 1
Amostra 2 - 0,5730g Fracédo 2
Amostra 3 - 0,3351g Fracbes 3,4e 5
Amostra 6 - 1,362749 Fracédo6
Amaostra 7 - 3,3924¢g Fracbes7e8
Amostra 9 - 1,224q Fracédo9
Amostra 10 -6,3153¢g Fracbes 10, 11,12e 13
Amostra 14 - 0,3123¢g Fracdo 14

Amostra 15-0,7175g
Amostra 17 - 1,4529¢g
Amostra 20 - 1,3123g
Amaostra 22 - 0,8076g
Amostra 25-02118g
Amaostra 26 -0 3519
Amostra 29 - 0, 2204¢
Amostra 32 - 0,1245¢

Fracdes 15e 16
Fracbes 17,16 e 19
Fracoes 20 e 21
Fracbes 22, 23e 24
Fracédo 25
Fracbes 26, 27 e 28
Fractes 29, 30 e 31
Fractes 32, 33 e 34

Amostra 35 - 0,0365¢g Fracédo 35
Amostra 36 - 0,0235g Fracédo 36
Amostra 37 - 0,0654g Fracdes 37 e 38
Amaostra 39 - 0,0956g Fracédo 39

Amostra 40 - 0, 1891¢g Fracdes 40 a 50

Fonte: (Elaborado pela Autora)

4.5 Determinacédo do teor de flavonoides e fendlicos totais do extrato e fragdes
MeOH e AcOEt da proépolis

O teor de flavonoides foi determinado utilizando a metodologia proposta por
Woisky e Salatino (1998) com modificacbes, empregando-se a quercetina como
padréo. Foram pipetados 100 puL de cada amostra a ser testada, na concentragéo de
5,0 mg/mL cada, em eppendorf de 1,0 mL, individualmente. Apés a adi¢do da solucao
das amostras, adicionou-se 400 uL de MeOH e 500 pL cloreto de aluminio 5% m/v em
metanol, resultando na concentragao final de 100 pg/mL para as amostras e foram

deixadas ao abrigo da luz por 30 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro
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em 425nm. As analises foram realizadas em triplicata e o teor de flavonoides foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibracéo construida com solugdes do padrao de quercetina em varias concentracdes
(2,5 a 20,0 pg/mL) e expressos como miligrama equivalente a quercetina por grama
de extrato (mg EQ/qg), considerando-se o erro padrdo da média (E. P. M.). A equacao
da curva de calibracdo da quercetina foi: y = 0,1156x-0,1721, com o coeficiente de
correlacdo de Rz = 0,9901.

Para quantificacdo do teor de fendlicos totais, as amostras foram solubilizadas
em etanol na concentracdo de 5mg/mL. Em seguida, foi transferida para um micro
tubo uma aliquota de 25uL das amostras, junto a 10 uL do reagente Folin-Ciocalteau,
435 pL de agua destiladas e 30 pL da solucédo de Na2CO3 (15%) foram adicionados a
mistura e agitados por 30 segundos. Apés repouso ao abrigo da luz por 2 horas foi
realizada leitura em espectrofotdmetro em 760 nm. A quantidade total de compostos
fendlicos foi determinada a partir da interpolacdo da absorbancia das amostras
comparada a curva de calibracéo feita em acido galico nas concentracfes de 1 a 20
pg/mL, usando a equacdao obtida no grafico padrao de acido galico: y=0,1322x+0,1591
R?= 0,993. O resultado foi expresso como mg equivalente a acido galico (EAG). Foi

utilizada a metodologia descrita por Slinkard e Singleton (1977) modificada.

4.6 Atividade sequestradora dos radicais livres DPPHe e ABTSe+ do extrato e
fracdes da propolis

Seguindo a metodologia descrita por Silva et al., (2006) com pequenas
modificacdes, as amostras do extrato e fracdes foram diluidas a 0,5 mg/mL em etanol.
Foram pipetados, em Eppendorf de 1,0 mL, valores adequados de amostra e etanol a
fim de obter concentracdes finais que variaram de 5,0 a 30,0 pg/mL no volume de 50
ML para ser completado com aliquotas contendo um volume de 450 yL de solugéao
DPPHe (23,6 pg/mL em EtOH). O teste foi realizado ao abrigo da luz e as
concentracfes foram testadas em triplicata. Apés 30 min em aparelho ultrassom, a
guantificagcado dos radicais DPPH- restantes foi registrada usando absor¢éo a 517 nm.
O &cido ascorbico foi utilizado como controle positivo na curva de calibragdo. A

inibicdo foi dada pela seguinte férmula:

{[Abscontrole — (Absamostra)] x 100}

0 =
%HAS Abscontrole
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Onde Abscontrole € a absorbancia do controle negativo, contendo apenas a
solugcdo de DPPHe, e Absamostra € a absorbancia do radical na presenca da amostra
ou do controle positivo.

Os testes com o cation radical ABTSe+ foi realizado seguindo a metodologia de
Silva et al., (2014) modificada. O cétion foi preparado a partir da reacdo de uma
solucdo-mée ABTS com persulfato de potassio 2,45 mM (concentracdo final), sob
abrigo da luz e em temperatura ambiente por 16 horas até o uso. Para dar uma
absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm, essa solu¢cao mae foi diluida com etanol. Assim
como o DPPH, as amostras foram diluidas em etanol, para o extrato e a fracdo AcOEt
foi utilizada a concentracdo de 0,1 mg/mL e para a fracdo MeOH, 0,5 mg/mL. Em
seguida, foram pipetados, em eppendorf de 1,0 mL, valores adequados de amostra e
etanol a fim de obter concentragdes finais que variaram de 1,0 a 40,0 pg/mL no volume
de 50 pL para ser completado com aliquotas contendo um volume de 450 uL de
solucdo do radical ABTS. Ap6s 6 minutos de agitacdo em aparelho de ultrassom ao
abrigo da luz, as amostras foram submetidas as analises por espectrofotdmetro a
porcentagem de inibicAo de absorbéncia a 734 nm foi calculada para cada

concentracgéo relativa & absorbancia em branco (etanol).

4.7 Analise estatistica das amostras submetidas aos testes antirradicalares

As diferencas nos teores totais de fendlicos, flavonoides e nos testes
antirradicalares foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05,
sendo as analises realizadas com o software GraphPad Prism, versao 5.03. Todos os

experimentos foram executados em triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil quimico da fragdo hexanica da prépolis

No espectro de infravermelho (Figura 6) da fracdo hexanica é possivel observar
absorcées em 2924 cm~le 2852 ¢m™! caracteristicos de estiramentos vibracionais
para alcanos (CH), assim como as bandas de absor¢cdes em 1455 ¢cm™! e 1377
cm~lque indicam estiramentos rotacionais em alcanos de CH, e CH; . Também é
possivel uma banda de absorcdo na regido de 1722 ¢m™! indicando a presenca de

C=0 e a presenca de vibracdes na faixa de 1035 c¢m™! a 800 cm™! referente a

alcenos.

Figura 06 - Espectro de IV da fracdo Hexéanica.

|—— Fragéio Hexanica
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

O cromatograma da fracdo hexanica (Figura 7) mostra picos
significativos que estdo expressos na tabela 2, onde o que mais se destaca com uma
area de 56,94% é identificado como lupeol. Estudo realizado com o extrato de propolis
vermelha do estado de Alagoas também identificou a presenca significativa de

terpenos com lupeol, acetato de lupeol e lupenona (De Carvalho et al.,2020).



Figura 7- Cromatograma do CG/MS da fracdo hexanica.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)
Tabela 02 - Proposta de identificacdo das substancias da fracdo Hexanica.
Pico Tr (min) MF PM %A Proposta %Probabilidade

1 31,34 Ci1gH360 254 2,23 Heptadecanal 96

2 51,06  CygH340 426 1,3 Obtusifoliol 74

3 52,14 C3pHgoO 426 11,88 a-amirina 87

4 53,2 CaoHzoO 426 56,94 Lupeol 87

5 55,8 C3,H:,0 468 15,69  Acetato de lupeol 90

Legenda: “%Probabilidade”: refere-se a porcentagem de probabilidade de similaridade do composto proposto.

Fonte: (Elaborado pela Autora)

Figura 8- Cromatograma dos picos significativos da fracdo hexanica.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

Nas amostras 1 e 2 os espectros de infravermelho (Figura 9) identificou

vibragcdes na faixa entre 2900 ¢cm™! e 2750 ¢m™! caracteristicos de estiramentos

vibracionais para alcanos (CH) e na regido de 1380 cm™! e 1377 cm™! que indicam

estiramentos rotacionais em alcanos de CH, e CH;. Além disso, é possivel observar a

presenca de vibragcGes na faixa de 719 c¢m™! referente a alcenos.
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Figura 9 - IV das amostras 1 e 2.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

O cromatograma (Figura 10) da amostra 2 indica que no inicio da coluna

de silica gel da frag&o hexanica, foram coletados majoritariamente hidrocarbonetos de

cadeia longa como eicosano, conforme mostra tabela 3.
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Figura 10 - Cromatograma de CG/MS da amostra 2.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)
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Tabela 03 - Proposta de identificacdo das substancias da amostra 2.

Pico Tr (min) MF PM %A Proposta %Probabilidade
1 36,2 CisHso 212 2,69 Pentadecano 93
2 39,4 CooHao 282 11,68 Eicosano 95
3 42,01 Coolin 280 1,05 Eicoseno 90
4 42,36 Co2Hyue 310 20,79 Docosano 93
5 42,83 CooHy4o 282 1,67 Nonadecano 89
6 44,82 CooHao 280 1,41 Eicoseno 87
7 45,13 CooHy4o 282 6,26 Eicosano 93
8 45,54 Co>Hue 310 1,35 Heneicosano 81
9 47,43 C,3H, g0 340 2,36 Tricosanol 83
10 47,52 Cy4H500 354 4,25 Tetracosanol 87
11 47,77 C>4Hso 338 4,7 Tetracosano 88
12 50,3 C,7H560 396 3,92 Heptacosanol 82
13 50,7 C,7Hz60 396 25,78 Heptacosanol 94
14 50,83 Cy4H500 354 3,53 Tetracosanol 85
15 54,76 CooH 60, 342 1.5 Docosanediol 76

Legenda: “%Probabilidade”: refere-se a porcentagem de probabilidade de similaridade do composto proposto.

Fonte: (Elaborado pela Autora)

Os espectros obtidos por espectroscopia de infravermelho das amostras
3 e 6 (Figura 11), apresentaram bandas de absorcdes, em 2915 cm™t, 2911 ¢cm™1,
2847 cm™! e 2851 cm ™1 caracteristicos de alcanos (C-H), também é possivel observar
bandas de absorgdes na regido de 1780 ¢cm™! e 1500 c¢m™! correspondente ao
estiramento C=0. Além disso, € possivel observar a presenca de bandas de

absorcdes na faixa entre 970 cm™! a 720 cm™1, referente a alcenos.

Figura 11 - IV das amostras 3 e 6.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)
O cromatograma obtido por CG/MS (Figura 12) da amostra 6 teve seus

compostos identificados por comparacdo os dados da literatura. Essa analise,

demonstrada na tabela 4, identificou que a amostra 6 € composta majoritariamente
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por triterpenos, que também se mostraram significativos na fracdo hexanica e

consequentemente pelas suas amostras derivadas.

Figura 12 - Cromatograma de CG/MS da amostra 6.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

Tabela 4- Proposta de identificacdo das estruturas presentes na amostra 6.

Pico  Tr(min) MF PM %A Proposta %Probabilidade
1 31,32 C13H260 226 7,24 Pentadecanal 96
2 52,58  Cy3H,60 426 7,44 Lupeol 76
3 53,1 CagHggO 426 9,48 Lupeol 77
4 55,73 C37Hg50, 468 58,53 Acetato de Lupeol 90

Legenda: “%Probabilidade”: refere-se a porcentagem de probabilidade de similaridade do composto proposto.

Fonte: (Elaborado pela Autora)

No caso do espectro IV das amostras 7 e 9 (Figura 13), € observado na
regido de 3288 ¢m™1! indica a presenca hidroxila (O-H), as absor¢cdes em 2900 cm™!
e 2750 ¢m™1 caracteristicos de alcanos (C-H), também é possivel observar bandas de
absorcdes na regido de 1780 cm™~! e 1500 cm™? correspondem a ligagGes C=0. Além
disso, é possivel observar a presenca de bandas de absorc¢des na faixa entre 1160
cm~! a 1350 cm™?, referente a C-O.

Figura 13 - IV das amostras 7 e 9
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Fonte: (Elaborado pela Autora)
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O espectro da amostra 10 (Figura 14), apresenta banda na faixa entre
3336 cm™! indicando a presenca hidroxila (O-H), banda de absor¢cdo em 2900 ¢m™?
caracteristicos de estiramentos vibracionais para alcanos (C-H) e na regido de 1400
cm™! e 1377 ¢m™?! que indicam estiramentos rotacionais em alcanos de CH, e CHs.
Além disso, € possivel observar a presenca de bandas de absor¢cdes na faixa entre

1000 cm™! a 871 cm™1, referente a alcenos (C=C).

Figura 14 - Espectro de IV da amostra 10.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

A Figura 15 mostra o cromatograma obtidos por CG/MS e a tabela 5 propde
as substancias identificadas. E possivel observar que ha poucos picos significativos,
destacando-se o pico do lupeol em 53,04 minutos com 83,54% de éarea.

Do mesmo modo, Ipav et al, (2022) na Nigéria, realizaram coluna
cromatografica de silica gel eluida em propor¢cdes gradientes de Hex:AcEOt, com

extrato hexanico de propolis e conseguiu isolar lupeol e acetato de lupeol.
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Figura 15 - Cromatograma de CG/MS da amostra 10.

(x1,000,000)
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

Tabela 5 - Proposta de identificacdo das estruturas presentes na amostra 10.

Pico  Tr(min) MF PM %A Proposta %Probabilidade
1 52,04 C30H500 426 8,19 a-amirina 76
2 52,19 C30H500 426 3,07  Urs-12-en-28-ol 67
3 53,04  C3oHgoO 426 83,54 Lupeol 86
4 54,44 C30H500 426 4,76 Urs-12-en-28-ol 68

Legenda: “%Probabilidade”: refere-se a porcentagem de probabilidade de similaridade do composto proposto.
Fonte: (Elaborado pela Autora)
O espectro de infravermelho (Figura 16) das amostras 14 e 15 apresenta
banda na faixa entre 3330 cm™! e 3350 cm™?! indicando a presenca hidroxila (O-H),
banda de absor¢ado entre 2900 cm™? caracteristicos de estiramentos vibracionais para
alcanos (C-H) e na regido de 1450 cm™! e 1377 cm™! que indicam estiramentos
rotacionais em alcanos de CH, e CH;. Também é possivel observar a presenca de

bandas de absorcdes na faixa entre 1000 cm™! a 870 cm™referente a alcenos (C=C).

Figura 16 - IV das amostras 14 e 15.
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No caso dos espectros de infravermelho das amostras 17 e 20 (Figura 17),
apresenta banda na faixa entre 3410 cm™?! e 3394 cm™! indicando a presenca hidroxila
(O-H), banda de absorcdo entre 2900 c¢m~! caracteristicos de estiramentos
vibracionais para alcanos (C-H) e na regido de 1460 cm™! e 1377 cm™! que indicam
estiramentos rotacionais em alcanos de CH, e CH;. Além disso, as bandas de
absorcdes na regido de 1716 cm™! e corresponde a ligagdo C=0. Também é possivel

observar a presenca de bandas de absorcdes na faixa entre 1000 cm™! a 870 cm™t,
referente a alcenos (C=C).

Figura 17 - IV das amostras 17 e 20
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

O espectro de infravermelho para as amostras 22 e 25 (Figura 18) apresenta
banda na faixa entre 3406 cm™! e 3392 ¢m™! indicando a presenca hidroxila (O-H),
banda de absorgdo entre 2900 cm™1! caracteristicos de estiramentos vibracionais para
alcanos (C-H) e na regido de 1450 cm™! e 1376 cm™! que indicam estiramentos
rotacionais em alcanos de CH, e CH5. Além disso, a banda de absorcéo na regido de
1710 cm™! e corresponde a ligagdo C=0. Também é possivel observar a presenca de

bandas de absor¢des na faixa proximo a 1000 cm™! referente a alcenos (C=C).
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Figura 18 - IV das amostras 22 e 25.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

Na figura 19 é visto os espectros de infravermelho referente as amostras
26 e 29, onde é observado banda na faixa entre 3377 ¢cm™! indicando a presenca
hidroxila (O-H), banda de absorcéo entre 2900 cm™! caracteristicos de estiramentos
vibracionais para alcanos (C-H) e na regido de 1450 cm™! e 1366 cm™! que indicam
estiramentos rotacionais em alcanos de CH, e CH;. Além disso, a banda de absorcéo
na regido de 1710 cm™?! e corresponde a ligagdo C=0. Na amostra 29 é possivel

observar a presenca de bandas de absorgdes na faixa entre 1030 cm™! a 1300 cm ™1,
referente a C-O.

Figura 19 - IV das amostras 26 e 29.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

O espectro de infravermelho das amostras 32 e 35 (Figura 20), apresenta

banda na faixa entre 3400 cm™! e 3330 cm™?! indicando a presenca hidroxila (O-H),



38

banda de absorcdo entre 2900 cm ™1 caracteristicos de estiramentos vibracionais para
alcanos (C-H) e na regido de 1450 cm™! e 1376 cm™! que indicam estiramentos
rotacionais em alcanos de CH, e CH;. Além disso, a banda de absor¢éo na regido de
1710 cm™! e corresponde a ligacdo C=0. Também é possivel observar a presenca de

bandas de absor¢des na faixa entre 1000 cm™! e 727 cm™?! referente a alcenos (C=C).
Figura 20 - IV das amostras 32 e 35.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

Os espectros de infravermelho das amostras 36 e 37 (Figura 21),
apresenta banda na faixa entre 3410 cm™?! e 3388 cm™! indicando a presenca hidroxila
(O-H), banda de absorcdo entre 2900 cm™! caracteristicos de estiramentos
vibracionais para alcanos (C-H) e na regido de 1450 cm™! e 1376 ¢cm™! que indicam
estiramentos rotacionais em alcanos de CH, e CH;. Além disso, a banda de absorcao
na regido de 1710 cm™! e corresponde a ligacdo C=0. Também ¢é possivel observar
a presenca de bandas de absorcdes na faixa entre 1000 cm™! e 727 cm™? referente a
alcenos (C=C). Além disso, é possivel observar a presenca de bandas de absorcoes
na faixa entre 1030 cm™! a 1300 c¢m™1, referente a C-O.
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Figura 21 - IV das amostras 36 e 37.
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Fonte: (Elaborado pela Autora)

Na figura 220 espectro de infravermelho das amostras 39 e 40,
respectivamente. Onde apresenta banda na em 3350 ¢m™! indicando a presenca
hidroxila (O-H), banda de absorcdo entre 2900 cm™! caracteristicos de estiramentos
vibracionais para alcanos (C-H) e na regido de 1450 cm™! que indica estiramentos
rotacionais em alcanos de CH, e CH5. Além disso, a banda de absor¢céo na regido de
1630 cm™! e corresponde a ligagdo C=0. Também é possivel observar a presenca de

bandas de absor¢des em faixa proximo a 700 cm™? referente a alcenos (C=C).

Figura 22- IV das amostras 39 e 40.
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Como observado, os espectros de infravermelho apresentam alta semelhanca
ao longo das diferentes fracdes coletadas da amostra de propolis. Na literatura, foram
encontrados espectros infravermelhos com vibragbes em 3235 cm™ e 1640 cm™,
caracterizando o lupeol (Iman et al., 2007). Esses resultados corroboram com os
espectros infravermelhos encontrados para prépolis. A partir dos resultados
apresentados, é possivel identificar que triterpenos estdo entre os marcadores
guimicos da fracdo hexanica da prépolis analisada, assim como em estudos
realizados com a propolis amarela da Apis mellifera do Mato Grosso do Sul (Da
Silveira et al., 2016) que também encontraram grandes quantidades de compostos
como lupenona e lupeol em sua composicao.

O lupeol é um composto do grupo dos triterpenoides, substancias formadas
por moléculas de terpeno compostas por seis unidades de isopreno. Especificamente,
o lupeol é um triterpendide pentaciclico, conhecido por ter um grupo hidroxila
substituindo o hidrogénio na posicdo 33 da estrutura da lupaneina. Pode ser
encontrado em diversas fontes naturais, e esta presente em alimentos (Wal et al.,
2015) como pimentdo verde, manga, morango, uva, repolho branco e azeitonas,
podendo ser a origem botanica para a propolis analisada. Este composto tem efeitos
terapéuticos comprovados, com propriedades anti-inflamatoérias (Wal et al., 2011) e

antioxidantes (Pushpanjali et al., 2019).

5.2 Determinacéo do teor fendlicos totais, flavonoides e atividade antirradicalar.

Os resultados obtidos no extrato etandlico e fracdes hexanica, AcCOEt e MeOH,
na prépolis de Apis mellifera da regido de Crateus estdo evidenciados na tabela 6. O
teor de fendlicos é expresso em mg equivalente a acido galico por grama da amostra
(mgEAG/g), e é observado que variou de 227,31 a 305,66 mgEAG/g dentre as
amostras analisadas. Ja o teor de flavonoides, é expresso em mg equivalente a
guercetina por grama de amostra (mgEQ/g), e variou entre 30,63 e 212,03 mgEQ/g.
Estudos com propolis vermelha encontraram teores de 266,68 mgEAG/g (Mouréo,
2013) e 231,4 mgEAG/g (Oldoni et al., 2007), que corroboram com os valores
elevados encontrados para propolis de Cratels. Esses autores justificam os altos
valores obtidos devido a sua origem botanica e método de extracao utilizado.

Na atividade antirradicalar, os resultados sdo expressos em pg/mL + Desvio
Padrdo. Para o radical DPPH, houve variagéo de 9,29 a 20,17 pg/mL e para o radical

ABTS, de 2,52 a 17,45 pg/mL. a fracdo AcOEt apresentou o melhor resultado para o
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radical DPPH, com a menor quantidade necesséaria de amostra para consumir 50%

da amostra, assim como o0 extrato etandlico demonstrou com o radical ABTS.

Tabela 6. Resultado do teor de fendlicos, flavonoides e CEso do extrato e fracdes da amostra da propolis

de Apis mellifera.
Fracbes Fendlicos Flavonoides DPPH cE, ABTS cke,,
Extrato EtOH  227,311+3,4 202,13+3,92 20,17+1,07 2,52+0,01
Hexanica * * =500 =500
AcOEt 305,66+4,75  212,0316,34 9,2911,88 3,14£0,1
MeOH 255,57+£2,65 30,63x2,44 13,71+0,74 17,45+1,88
2,61+0,03 2,72+0,06

O teor de fendlicos esta em expresso em mgEAG/g + Desvio Padrao, o teor de flavonoides em mgEq/g+
Desvio Padréo e a CE50 dos testes antirradicalares em pg/mL + Desvio Padrao.

Fonte: (Elaborado pela Autora)
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico da propolis revelou altos teores de compostos fendlicos e
flavonoides, que s&o indicadores de qualidade segundo a legislacao brasileira para
propolis. Esses niveis elevados podem ser atribuidos a concentracdo desses
compostos nas fracdes hexanica, MeOH e AcOEt, obtidas durante a particéo liquido-
liquido. Os espectros infravermelhos realizados com as amostras obtidas da coluna
cromatografica em silica gel da fragdo hexanica permitiram identificar estiramentos
caracteristicos de alcanos, terpenos e alcool. Em conjunto com 0s cromatogramas
CG/MS de algumas amostras, foi possivel comprovar a presenca predominante de
triterpenos como lupeol, acetato de lupeol e a-amirina. Para mais precisdo na
identificacdo desses compostos, ha a perspectiva futura de submeter as amostras a
outros tipos de caracterizagdes e assim possivelmente conseguiremos classificar a
propolis produzida nessa regido, suas propriedades biologicas e consequentemente

agregar valor.
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