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1 Introducao

A proépolis € um dos mais antigos produtos naturais com aplicagao medicinal
na humanidade (BONAMIGO et al.,, 2017a). Os primeiros registros remetendo a cole-
ta de produtos apicolas sdao encontrados em pinturas rupestres (KUROPATNICKI;
SZLISZKA; KROL, 2013). A prépolis, mais especificamente, ja era utilizada pelos anti-
gos egipcios, persas e romanos (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; SALATINO et al,
2005; KUROPATNICKI; SZLISZKA; KROL, 2013; FERREIRA et al., 2017a; SANCHES;
PEREIRA; SERRAO, 2017; ANJUM et al., 2018). Desde entao esse produto vem sendo
empregado pela humanidade de diversas maneiras. Atualmente, os principais usos
atribuidos a prépolis na sociedade moderna estao associados com a industria far-
macéutica, alimenticia e de bebidas, além de cosméticos e produtos de higiene
como shampoos, cremes dentais e sabonetes (SALATINO et al., 2005; FUNARI; FER-
RO, 2006; KUROPATNICKI; SZLISZKA; KROL, 2013), além de sua recente utilizacao

como produto antisséptico e na conservacao de carnes (ANJUM et al., 2018).

A palavra “prépolis” vem do grego antigo, sendo que seus primeiros registros
escritos estdo associados ao verbo MPO-uaAdoow (Promalasso), por sua proprieda-
de de amolecer-se facilmente (KUROPATNICKI; SZLISZKA; KROL, 2013). Atualmen-
te, propolis € o nome genérico de uma substancia resinosa produzida pelas abelhas
meliferas, especialmente as da espécie Apis mellifera (PARK; ALENCAR; AGUIAR,
2002). E uma substancia complexa com aparéncia altamente variavel, dependendo
de varios fatores (SALATINO et al,, 2005; FUNARI; FERRO, 2006). Entretanto, na Eu-
ropa a propolis € fabricada principalmente com resinas provenientes de plantas do
género Populus, popularmente denominados como alamo ou choupo (SALATINO
et al, 2005; SFORCIN et al,, 2012).

A propolis verde, produzida por Apis mellifera, é a mais exportada das pro-
polis brasileiras, e tem sua resina extraida dos apices caulinares de uma espécie de
Asteraceae, Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida como “Alecrim-do-
campo” ou “vassourinha” (SALATINO et al, 2005). Mais recentemente, alguns estu-

dos tém focado na identificagao das principais fontes vegetais utilizadas pelas abe-




lhas sem ferrao para a produgao da prépolis no Brasil. Até o momento, Schinus te-
rebenthifolius também conhecida como “Aroeira mansa”’, se mostra como a fonte
principal para a producao de prépolis pela espécie Tetragonisca angustula, inde-
pendente da regiao de origem (SAWAYA et al,, 2009). Porém, ainda sao necessarios
mais estudos sobre diversos aspectos da préopolis de espécies de abelhas nativas
brasileiras (FUNARI; FERRO, 2006; SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017).

As abelhas campeiras produzem a proépolis a partir da coleta de exsudados e
secrecoes de ferimentos de plantas, com adi¢ao da cera produzida em suas glandu-
las abdominais (BANKOVA, 2005; SALATINO et al,, 2011). As principais aplicagcoes
desse produto pelas abelhas relaciona-se ao fechamento de rachaduras e frestas,
como reforco das paredes da colmeia, no embalsamamento de predadores, na pre-
vencao da contaminacao, disseminagao de doencas e parasitas para a colmeia
(BANKOVA, 2005; SALATINO et al.,, 2011; KUROPATNICKI; SZLISZKA; KROL, 2013).
Alguns autores ainda pontuam que a propolis apresenta também um papel impor-
tante na manutencao da temperatura interna da colmeia (SILVA, 2008; PASUPULETI
et al, 2017), e a protecao contra o vento e umidade (ESCRICHE; JUAN-BORRAS,
2018).

Além da cera, resina proveniente de exsudatos das plantas e de compostos
volateis, outros componentes como pélen, agticares e aminoacidos também podem
estar presentes (DE CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002; SALATINO et al.,, 2005; FER -
REIRA et al,, 2017a). A propolis apresenta composicao quimica complexa, incluindo
acidos graxos, ésteres, fenilpropanoides e flavonoides, tais como, flavonas, flavano-
nas, flavondis, dihidroflavonéis e chalconas. Outros compostos como mono, sesqui,
di e triterpenos, esteroides, alcoois e aldeidos aromaticos, derivados de naftaleno e
estilbenos também sao documentados (RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013). Alguns es-
tudos ainda apontam a presenca, em prépolis, de pequenas quantidades de vitami-
nas A, Bl, B2, B5, B6, C, e E assim como acido nicotinico (KUROPATNICKI; SZLISZKA;
KROL, 2013; PASUPULETI et al., 2017; ANJUM et al., 2018; BACHEVSKI et al., 2020).
Até o momento, no caso da prépolis de espécies nativas brasileiras, somente algu-
mas espécies do género Melipona presentes no nordeste do Brasil foram mais ex-
ploradas. Compostos como carboidratos, triterpenos, acido anacardico, alquilresor-
cindis e polialcodis, assim como a auséncia de chalconas, caracterizam a prépolis

nordestina (RIGHI et al.,, 2011). Entretanto, muito pouco tem sido realizado com ou-




tras espécies de abelhas sem ferrao (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; RIGHI; NE-
GRI; SALATINO, 2013).

A tribo Meliponini, pertencente a subfamilia Apinae, corresponde ao conjun-
to de abelhas tropicais (MICHENER, 2013). Essa subfamilia pode ser encontrada em
varias regioes tropicais e subtropicais do mundo, e sao os principais visitantes e po-
linizadores das angiospermas nativas dessa por¢ao do planeta (SAWAYA et al.,
2009), apresentando um importante aspecto na conservacao dessas plantas devido
a polinizacao fornecida por esse grupo de abelhas (SILVA; ARAUJO; SCHER, 2012;
BONAMIGO et al., 2017a). A tribo Meliponini, apresenta representantes com um fer-
rao vestigial (FERREIRA et al., 2017b). Por esse motivo, esse grupo é conhecido como
“abelhas sem ferrao” (BARBIERI JUNIOR, 2018), correspondendo ao maior e mais di-
verso grupo de insetos sociais do planeta (DIVYA et al., 2020). Recentemente tem-
se destacado como alternativa para polinizacao de culturas em casas de vegetacao,
principalmente pela eficiéncia, com aumento substancial de produgao e pouca ma-
nutencao, além de baixo risco oferecido a seres humanos (BORGES; BLOCHTEIN,
2005; DA SILVA et al., 2011).

Geopropolis é o termo utilizado para os produtos elaborados pelas abelhas
sem ferrao (FERREIRA et al., 2017b), porque varias delas fazem seus ninhos no solo,
e incluem terra na constituicao de suas prépolis. E uma substancia similar a prépo-
lis que é elaborada pelas abelhas meliferas, visto que ambas sao compostas de resi-
nas provenientes de plantas e cera da glandula cerifera abdominal (OLIVEIRA et al,,
2013), além de apresentarem a mesma finalidade (ZHAO et al., 2017). Entretanto,
como ja mencionado, algumas abelhas sem ferrao acrescentam terra na constitui-
cao das suas propolis, diferindo assim das prépolis das abelhas meliferas (FERREI-
RA et al, 2017b). A quantidade ou propor¢des de solo adicionado pelas varias es-
pécies na composicao da propolis ainda é pouco conhecida, principalmente porque
os estudos envolvendo a caracterizacao da prépolis e geoprépolis dessa tribo sao
escassos (FREITAS; VIT; BARTH, 2014).

Estima-se que cada colmeia das abelhas meliferas sejam capazes de produzir
5 kg de prépolis por ano (ROSA, 2013). Ja para as espécies de abelhas sem ferrao, a
baixa exploracao desse produto, ainda traz inconsisténcias sobre seu potencial de
producao. Enquanto alguns autores pontuam que a producgao de prépolis pelas es-
pécies de Meliponini parece ser menor (KUROPATNICKI; SZLISZKA; KROL, 2013),
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outros apontam um potencial de producgao ainda maior do que o das abelhas meli-
feras (MOHD-YAZID et al.,, 2018). Em parte, esse problema se deve ao desconheci-
mento da composicao e formas de exploracao desse produto, além do baixo reco-
nhecimento de seus usos potenciais no mercado (MAGALHAES; VENTURIER],
2010).

Entre os paises tropicais, o Brasil apresenta a maior diversidade quimica de
propolis (RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013), muito provavelmente devido a sua gran-
de multiplicidade de composicao vegetal e a complexa variabilidade genética das
abelhas (SALATINO et al, 2005). Portanto, um dos grandes fatores que afetam a
composicao da proépolis é a localizagao geografica das colmeias, devido a influéncia
de formagoes vegetais diferentes (KUJUMGIEV et al., 1999; PARK; ALENCAR; AGUI-
AR, 2002; SANCHES; PEREIRA; SERRAO, 2017). Os poucos estudos realizados até
entao, indicam que a proépolis das abelhas sem ferrdao apresentam, assim como a
prépolis das abelhas meliferas, grandes variagdes em sua composigao, principal-
mente associadas com a espécie de abelha, a colmeia fornecedora da amostra, a
época do ano, as condi¢coes ambientais e a fonte vegetal utilizada em sua producao
(SAWAYA et al,, 2009; OLIVEIRA et al., 2013; PASUPULETI et al., 2017; MOHD-YAZID
et al., 2018). E mencionado ainda que fatores como a variabilidade genética da rai-
nha exerce influéncia na composicao da propolis (PEIXOTO et al, 2021). Desse
modo, estudos visando a coleta de prépolis de diferentes regides e de diferentes es-
pécies de abelhas sao altamente relevantes visto que esses sao fatores que afetam a
composicao quimica e a atividade biolégica da prépolis (ISIDOROV et al., 2016; BO-
NAMIGO et al,, 2017a).

Embora o efeito sobre a composicao da geoprépolis ser pouco conhecido,
variacOes sazonais, associadas ao seu periodo de coleta, parecem afetar mais espe-
cificamente os aspectos quantitativos de seus constituintes (OLIVEIRA et al., 2013;
BUENO-SILVA et al,, 2017; FERREIRA et al,, 2017a; DO NASCIMENTO et al., 2019). Es-
tudos mais recentes, também mostram que as diferentes espécies de abelhas sem
ferrao exploram diferentes plantas como fonte de producao de sua préopolis. Sob o
aspecto de exploracao dos vegetais para coleta de pélen, ha variacoes pela época do
ano entre amostras de diferentes espécies de Melipona provenientes de uma mes-
ma regiao (BARTH; FREITAS; VANDERBORGHT, 2020).
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Em face do progresso da apicultura ocorrido até os dias atuais, o Brasil figura
no mercado internacional como grande exportador de mel e prépolis (RIGHI, 2008)
apresentando entre 10 a 15% de toda a producao mundial, superado somente pela
China e a Rassia (CAMPOS; ASSIS; BERNARDES-FILHO, 2020). O estudo da prépolis
brasileira tem recebido maior atencao devido a sua excelente aceitacao no mercado
internacional. Cerca de 75% da producao de prépolis brasileira é exportada, em es-
pecial para o mercado japonés (DE CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002; SALATINO
et al, 2005; CAMPOS; ASSIS; BERNARDES-FILHO, 2020), configurando-se como o
segundo maior exportador de prépolis do mundo (ALENCAR, 2017). Contudo, o ex-
celente potencial do pais ainda é pouco explorado (DE CAMARGO; PEREIRA; LOPES,
2002).

O interesse mundial por esse produto natural tem encorajado pesquisas so-
bre a composicao quimica da prépolis (SALATINO et al., 2011). Mais recentemente o
interesse no potencial farmacolégico de algumas substancias surgiu, devido a reali-
zacao de testes de atividade bioldgica (SALATINO et al,, 2011). Os resultados de al-
guns desses estudos tém revelado aspectos positivos na utilizagao farmacologica da
propolis de abelhas meliferas com quase nenhum efeito colateral (KUROPATNICKI;
SZLISZKA; KROL, 2013; POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019).

Geralmente, os constituintes de origem vegetal, coletados pelas abelhas me-
liferas sao os responsaveis pela atividade bioldgica (SALATINO et al., 2011). No caso
da prépolis de abelhas sem ferrao, até o momento, avaliagoes da atividade antioxi-
dante e atividades biolégicas tém se mostrado promissoras contra fungos e bacté-
rias (SALATINO et al,, 2005; OLIVEIRA et al., 2013; BUENO-SILVA et al.,, 2017); tam-
bém foi verificado atividade anti-inflamatoria, além de efeitos sobre células cance-
rosas (OLIVEIRA et al, 2013; BONAMIGO et al., 2017a), e antiviral (COELHO et al,
2014, 2015). Novas pesquisas sao necessarias para melhor compreensao da compo-
sicao e possiveis aplicagoes da propolis (KUROPATNICKI; SZLISZKA; KROL, 2013;
BUENO-SILVA et al, 2017), em especial de prépolis provenientes de espécies nao
pertencentes ao género Apis (COELHO et al,, 2015).

Entretanto, para as espécies de abelhas sem ferrao, a compreensao da com-
posicao e de quais fontes vegetais elas se utilizam para a elaboracao da proépolis tém
sido pouco exploradas (SAWAYA et al., 2009), tornando necessarios estudos volta-

dos para analises da composi¢ao quimica por meios cromatograficos e testes de
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atividade biologica, que sao pouco investigados. Ainda sim, com o contetdo produ-
zido até agora, alguns esforcos tém se voltado para seu aprofundamento e revisao
(LAVINAS et al, 2018; POPOVA et al, 2021). Devido aos varios fatores que podem
afetar a composicao de produtos das abelhas, é quase impossivel prever a atividade
biolégica de um material sem a realizacao de ensaios adequados, tornando-os es-

senciais para essa verificacao (MOLAN, 1992).

Desse modo, este trabalho visou determinar, utilizando técnicas cromato-
graficas, a composicao das propolis de espécies de abelhas sem ferrao, assim como

avaliar as atividades antioxidante e biologica.

2 Materiais e métodos

2.1 Amostras

O material para esse estudo foi gentilmente cedido por meliponicultores de
trés, das cinco grandes regides brasileiras (Fig. 1). Compreendendo os estados de
Sao Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Norte, Maranhao e Para, com formacoes ve-

getais e espagos geograficos distintos.
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Figura 1: Mapa com os pontos de coleta das amostras utilizadas no trabalho.
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Foram analisadas dezesseis amostras de propolis de nove espécies de abe-
lhas nativas, provenientes de 8 produtores (Tabela 1). As amostras foram coletadas
Tabela 1: Espécies de abelhas sem ferrao, das quais foram obtidas as propolis, seus

produtores e regioes de coleta.

Produtor Espécie Regiao de procedéncia Legenda

Melipona marginata Lepeletier, 1836 (AM)

Scaptotrigona tubiba Smith, 1863 (AT) -
A Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950 Guaruja - SP

(AX)

Scaptotrigopna bipunctata Lepeletier, 1836
(AB)

B Melipona quadrifasciata Lepeletier,1836 Sé&o Paulo — SP
(BQ4 ¢ BQ5)

<

Scaptotrigopna postica Latreille, 1804 (YP) Barra do corda — MA

Scaptotrigona xanthotricha Moure, 1950
S (SX) Jacui — MG

Scaptotrigopna bipunctata Lepeletier, 1836
(SB)

E Melipona flavolineata Friese, 1900 (EF) Castanhal — PA

O Melipona quadrifasciata Lepeletier,1836 Cotia — SP
(0Q2 e 0Q3)
Melipona mondury Smith, 1863 (OR)
N Melipona subnitida Ducke, 1910 (NS) Mossoré — RN

(urbana)

Mossoré6 — RN
Melipona subnitida (KS) (Regido rural)

A
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entre fevereiro e junho de 2019. Cada um dos produtores recebeu uma identifica-
¢ao com a primeira letra correspondente ao meliponario de origem, e a segunda le-
tra preferencialmente remetendo ao epiteto especifico. Para a coleta dos produto-
res O e B ainda foi possivel a obtencao de amostras da mesma espécie vindas de di-
ferentes apartes da mesma propriedade, visando compreender as variacoes que
podem ocorrer entre distancias curtas. As amostras provenientes de conjuntos de

colmeias diferentes receberam uma indicagao numérica depois da nomenclatura.

2.2 Pulverizacao das amostras

Utilizando-se de nitrogénio liquido, as prépolis brutas foram pulverizadas
em almofariz e pistilo, até a obtencao de um p6 fino. O material pulverizado foi

submetido a sucessivos processamentos como descritos a seguir.

2.3 Massa seca

Foram separadas 3 g de cada uma das amostras pulverizadas. Esse material
foi transferido para cadinhos de massa conhecida. Em sequéncia, os cadinhos fo-

ram deixados em estufa a 110 °C até que a massa constante fosse atingida.

2.4 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado com 3 g do material seco e processado
como descrito no item 2.3, sendo em sequéncia, submetida, posteriormente, a pré-
via carbonizacao em cadinho de massa conhecida, em bico de Bunsen até cessar o
desprendimento de fumaga. O material entao foi colocado em forno mufla durante
5 horas a 700 °C, visando sua calcinacao. Apos o resfriamento em dessecador, a

massa foi aferida.

2.5 Descricao mineralégica das cinzas

A partir dos materiais resultantes do procedimento do teor de cinzas (item
2.4), a coloracao do conjunto mineral foi determinada com o material ainda seco,

com auxilio da escala de Munsell® (MUNSELL, 1975). A estimativa do tamanho dos
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cristais constituintes das amostras foi realizada pela analise de imagem do material
em estereomicroscépio, com auxilio do programa Paint NET (BREWSTER, 2020) e

Inkscape (INKSCAPE et al., 2021) com escala apropriada.

2.6 Teor de ceras

Foram adicionados 250 mL de diclorometano a 3 g de cada material previa-
mente pulverizado como descrito no item 2.2. A mistura foi mantida no aparato de
Soxhlet durante 6 horas. O extrato foi seco sob pressao reduzida. O residuo seco re-
tido no baldo foi lavado com 100 mL de etanol quente, e transferido para um frasco
de massa conhecida. Este foi entao resfriado a O °C, e o contetdo filtrado através de
papel de filtro, também de massa conhecida, sob gelo, obtendo-se assim apenas a
porcao cerosa. Apos secagem em capela, o papel de filtro, com residuo de cera, e o
frasco foram transferidos para o dessecador sob pressao reduzida, até atingirem

massa constante.

2.7 Solubilidade em etanol

O procedimento adotado foi baseado na metodologia descrita por Matsuda
(MATSUDA, 2006) com algumas modificagdes. Cerca de 5 g de propolis bruta foi
submetida a extracao durante 5 horas em extrator de Soxhlet com 125 mL de etanol.
O material final foi entao filtrado, e posteriormente mantido em congelador com
temperatura -20 °C durante 16 horas. Em seguida o contetdo foi novamente filtra-
do e parcialmente seco sob pressao reduzida. O residuo foi transferido para frascos

com massa conhecida e deixados em banho-maria a 60 °C até massa constante.

2.8 Preparacao dos extratos brutos etanélicos

Partindo-se de 5 g do material pulverizado, como descrito no item 2.2 foi re-
alizada a extragao por 5 horas no extrator de Soxhlet com 150 mL de etanol absolu-
to. O extrato foi entao filtrado e mantido durante 12 horas a -20 °C. O extrato ainda
frio foi novamente filtrado visando a remocao da cera. O conteudo entao foi seco

em pressao reduzida, compondo o extrato bruto etandlico sem cera (abreviado
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como Bet). Esse extrato foi utilizado para a realizagdo dos testes de fendis totais (2.9),

flavonoides (2.10), e doseamento de flavanonas e dihidroflavonois (2.11).

2.9 Doseamento de Fenodis totais

A determinacao dos fendis totais foi realizada como descrito por Woisky &
Salatino (WOISKY; SALATINO, 1998), com adaptacdes, consistindo na transferéncia
de 2 pL de cada extrato etandlico bruto das amostras a 15 mg/mL para os pogos de
microplaca, contendo 150 pL de agua destilada. Posteriormente, sdo adicionados
24 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 36 uL de solucao saturada de carbonato de s6-
dio, sendo o volume final completado com agua destilada para 250 pL. Em seguida,
foram realizados os mesmos passos para a construcao da curva de calibracao utili-
zando-se como solugdo padrao o dcido p-cumarico a 1 mg/mL (SILVA, 2008). Cada
volume da solucao padrao (visando as concentragdes finais de 0, 1,5, 5, 10, 15,[..] 50
ug/mL) foi transferido para po¢o de microplaca, contendo 150 uL de agua destilada,
seguida da adicao de 24 uL do reagente Folin-Ciocalteu e 36 puL de solucao saturada
de carbonato de sédio, com o volume final completado com &agua destilada para
250 pL. A placa foi submetida a agitacao em leitora de microplaca durante 15 minu-
tos no escuro e deixada 25 minutos em repouso, e posteriormente realizada a leitu -

ra a 760 nm.

2.10 Doseamento de Flavonoides
O procedimento adotado seguiu duas metodologias complementares, reco-

mendadas por Pgkal e Pyrzynska (PEKAL; PYRZYNSKA, 2014). Na primeira, uma
aliquota de 125 uL de cloreto de aluminio (AlCls) em concentragao 2 % m/v é adicio-
nada a 250 uL de extrato etandlicos de prépolis a 1 mg/mL (ou padrao) e acrescidos
de 250 uL de agua destilada. A mistura foi vigorosamente agitada, submetida a incu-
bacao em temperatura ambiente por 10 minutos, e analisada em 425 nm. Uma solu-
cao de AlCls, acrescida da mesma quantidade de agua, foi utilizada como branco. A

curva padrao foi elaborada com quercetina em concentragoes de 50 a 500 uM.

A segunda metodologia apresenta a adigao de 150 uL de NaNO: (5 %, m/v) a

0,5 mL dos extratos etandlicos ou padrao. Como padrao foi utilizada a catequina
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numa solucao de 100 uM. Para o branco, o volume de solucao teste foi substituido
por agua. Apos 5 minutos, sdo adicionados 250 uL de uma solucao de AlCl:s (2 %,
m/v). A solugao é deixada em agitacao por 6 minutos e neutralizada com 250 pL de
NaOH 1 M. O contetdo total foi entao deixada em repouso por 10 minutos em tem-

peratura ambiente, e 300 uL foram submetidos a leitura em A= 510 nm.

2.11 Doseamento de Flavanonas e dihidroflavonéis

A metodologia adotada se baseia no procedimento descrito por Bankova et
al. (BANKOVA et al., 2019), com algumas modifica¢des. A curva de calibracao con-
sistiu em uma solugao etanodlica de pinocembrina em concentragao de 1 mg/mL.
Também foi preparada de uma solucao com 0,1 g de dinitrofenil-hidrazina (DNP)
seca previamente a 60 °C por 3 horas, e em seguida dissolvido em 200 uL de acido

sulfarico 96 % completando-se o volume para 10 mL com etanol.

Para o preparo da curva de calibracao, a um tubo contendo 400 pL de solu-
cao preparada com DNP, sao adicionados 200 uL da solucao de pinocembrina. Essa
mistura € mantida a 50 °C em banho-maria, durante 50 min. Em seguida os tubos
sao deixados em repouso até o retorno a temperatura ambiente. Na sequéncia fo-
ram adicionados 1,4 mL de KOH (100 mg/mL em etanol 70 %), obtendo-se o volume
final de 2 mL. Dessa solugao, sao transferidas aliquotas de 25, 50, 100, 150 [...] 350 uL
para novos tubos, completando o volume para 2 mL com etanol. Os tubos sao cen-
trifugados a 3000 rpm por 5 min. Para cada poco de microplaca sao transferidos

200 uL do sobrenadante, e a absorbancia lida a 486 nm.

Para a determinacao do teor de flavanonas e dihidroflavonéis das amostras,
200 pL do extrato etandlico bruto na concentracao de 10 mg/mL foram adiciona-
dos a tubos contendo 400 pL do reagente DNP. Esta mistura foi mantida a 50 °C por
50 min. Apds atingir a temperatura ambiente, 1,4 mL de solucao de KOH (100 mg/
mL) é adicionada. Uma aliquota de 143 uL da solugdo descrita foi entao transferida
para um novo tubo, adicionando-se etanol suficiente para completar 2 mL. Esta
mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min, e a absorbancia do sobrenadante

foilida a 486 nm.
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2.12 Extracao fracionada

A extracao foi realizada com quatro solventes de polaridade crescente, utili-
zando-se 10 g da propolis pulverizada (descrito no item 2.2), em extrator de Soxhlet.
Inicialmente, foram utilizados 200 mL de hexano; em sequéncia, 200 mL de diclo-
rometano, 200 mL de acetato de etila e 200 mL de etanol. Entre as trocas dos sol-
ventes a amostra foi seca em capela. A extracao com cada solvente durou 6 horas.
Os extratos obtidos foram concentrados sob pressao reduzida e ressuspendidos em

volume e solvente adequados para as analises.

2.13 Derivatizacao

A trimetilsililacao foi conduzida tanto para os extratos fracionados com sol-
ventes apolares (diclorometano e hexano) quanto para o contetido de ceras (obtidos
no item 2.6), antes da injecao em cromatdgrafo a gas, com uma aliquota de 80 uL de
solugao de extrato ou cera em concentracao 12,5 ug/uL, ressuspendidos em hexa-
no. A aliquota era transferida para tubos de insercao automatica de cromatoégrafo a
gas e deixados em banho-maria (60 °C) até completa evaporacao do solvente. Pos-
teriormente, a cada um dos tubos foram adicionados 45 uL de piridina e 45 uL do
reagente BSTFA (ZHANG; ZUO, 2005). Os tubos foram entao tampados e mantidos

durante uma hora em banho seco a 80 °C.

2.14 Composicao dos extratos fracionados apolares por cro-
matografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM)

Aliquotas de 1 puL dos extratos fracionados de hexano e diclorometano (logo
ap6s o procedimento de trimetilsililagao 2.13) foram injetadas num cromatégrafo a
gas (6850 — Agilent Technologies) acoplado a espectrémetro de massas (5975C —
Agilent Technologies) utilizando uma coluna HP-5MS (30 m x 0.250 mm — 0.25um
— Agilent Technologies). Como gas de arraste foi utilizado Hélio com fluxo 1 mL/
min. A rampa de aquecimento com taxa de 8 °C/min, iniciando com temperatura
de 100 °C subindo até 300 °C e permanecendo por 10 min a 300 °C. A temperatura

do injetor foi ajustada para 300 °C, a do quadrupolo a 150 °C e a da fonte de ions a
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230 °C, com energia de ionizacao de 70 eV em modo scan com faixa entre 50 e
500 m/z. Os resultados foram confrontados com a biblioteca NIST. Foram conside-
rados como identificados, compostos com correspondéncia maior ou igual a 95 %

do espectro disponivel na biblioteca.

2.15 Obtencao da fracao de hidrocarbonetos das ceras

O procedimento foi realizado com os residuos cerosos retidos nos papéis de
filtro do procedimento de determinagdo do teor de ceras (item 2.6). Os materiais
mencionados foram ressuspendidos em diclorometano e adicionados a 6xido de
aluminio ativo — 90 (Merck, atividade 1). As misturas foram deixadas em banho-
maria (60 °C) até completa evaporacao do solvente. Os materiais secos e adsorvidos
no 6xido de aluminio foram entao colocados no topo de colunas de vidro com 1 cm
de didametro e cerca de 35 cm de altura, ja preenchidas com 6xido de aluminio ativo
— 90 (Merck, atividade 1), e em seguida eluidos com hexano. Os contetidos recolhi-

do foram deixados em banho-maria a 60 °C até a secura.

2.16 Composicao da fracao de hidrocarbonetos por cromato-
grafia a gas acoplada a detector por ionizacdo de chama
(CG/FID)

Aliquotas de 1 puL da fracao de hidrocarbonetos obtidas no item 2.15, ressus-
pendidas em hexano foram injetadas num cromatografo a gas (6850 — Agilent Te-
chnologies), utilizando-se coluna de silica fundida DB-5HT (30 m x 0,32 mm), com
temperatura do injetor de 300 °C. Iniciando a 100 °C por 3 minutos em rampa de
aquecimento correspondente a 5 °C/min até 320 °C, mantendo a temperatura
maxima por 5 minutos. Como gas de arraste, foi utilizado o Hélio. A identificacao
dos compostos se deu pela comparacao de tempos de retencao das amostras com

aqueles obtidos por uma mistura padroes de hidrocarbonetos.
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2.17 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a es-

pectrometria de massas (CLAE/EM)

Para obtencao e anélise do perfil cromatografico do extrato bruto etandlico,
as amostras foram injetadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Agilent Te-
chnologies — HPLC 1260), com detector de arranjos de fotodiodos e uma coluna de
fase reversa Zorbax SB-C18 (4,6 x 250 mm 5 um). A fase movel foi constituida por
acido acético 0,1 % (solvente A) e metanol (solvente B), com fluxo constante de
0,5 mL/min e a leitura realizada a 228 nm e 352 nm. O gradiente da fase movel foi
iniciado com 10 % do solvente B por 7 min, 10 a 35 % de B de 7 a 12 min, 35 a 38 %
de B de 12 a 27 min, 38 % de B de 27 a 35 min, 38 a 50 % de B de 35 a 50 min e 50 a
100 % de B de 50 a 100 min.

Essas mesmas amostras foram submetidas também a analise cromatografica,
sob a responsabilidade do Prof. Dr Massuo Jorge Kato do Instituto de Quimica da

Universidade de Sao Paulo.

2.18 Extracao de compostos volateis

Em aparato de Clevenger foram adicionados 250 mL de agua contendo 25 g
de material pulverizado (item 2.2). O procedimento de destilagao por arraste de va-
por foi mantido por 6 horas. Para as amostras com baixo rendimento de substan-
cias volateis, o produto resultante da hidrodestilacao, foi particionado com éter

etilico, e a fase etérea recolhida.

2.19 Composicao de o6leos volateis por cromatografia a gas

acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Aliquotas de 1 uL dos 6leos volateis obtidos no item 2.18 foram injetadas em
cromatografo a gas (6850 — Agilent Technologies) acoplado a espectrometro de
massas (5975C — Agilent Technologies) utilizando uma coluna HP-5MS (30 m x
0.250 mm — 0,25 um — Agilent Technologies). Como gas de arraste, foi utilizado
Hélio com fluxo 1 mL/min. A rampa de aquecimento com taxa de 5 °C/min, foi ini-

ciada em 50 °C subindo até 300 °C e permanecendo por 10 min nessa temperatura.
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A temperatura do injetor foi ajustada para 200 °C, do quadrupolo a 150 °C e da fonte
de ions a 230 °C, utilizando energia de ionizagao de 70 eV em modo scan com faixa
entre 50 e 500 m/z. Os resultados foram confrontados com a biblioteca NIST, e es-
pectros com correspondéncia igual ou superior a 95 % foram admitidos como

identificados.

2.20 Analise de Atividade Antioxidante

As analises das atividades antioxidantes foram conduzidas a partir dos extra-
tos de hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e bruto etanélico ressuspen-
didos em dimetilsulféxido (DMSO).

2.20.1 Atividade sequestradora de radical DPPH*
A atividade de sequestro do radical 2,2'-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) con-

sistiu na preparacao de uma solucao etanélica do radical livre DPPH em concentra-
¢ao inicial de 20 ug/mL (SILVA, 2008; CLARKE et al,, 2013; AKHIR; BAKAR; SANUS],

2018). Essa solucao apresenta absorbancia entre 0,7 e 0,8 com leitura a 515 nm.

Para analise das amostras, 100 uL dos extratos, ressuspendidos em DMSO,
foram individualmente adicionadas aos pocos, com 200 pL da solucao de DPPH,
obtendo-se como concentracdes finais: 10, 25, 50, 75, 100 e 300 ug/mL. Para o
branco das amostras, uma aliquota de 200 pL de DMSO foi adicionada no lugar da
solucao de DPPH (CLARKE et al., 2013).

A curva padrao foi estabelecida com uma solucao de quercetina em DMSO,
com a adicao de 200 pL de DPPH em cada poco, visando as concentragdes de 10,
25, 50, 75, 300 e 500 ug/mL. Como controle foi utilizada uma solu¢ao de DMSO no
lugar das amostras. A placa entao foi agitada e mantidas no escuro por 20 minutos,

com a leitura a 517 nm.

2.20.2 Atividade sequestradora do radical ABTS*

Este ensaio foi realizado utilizando o protocolo descrito por Re et al. (RE et
al., 1999), com algumas adaptacoes. A solucao do radical ABTS* consiste na adicao
de 1 mL de solucao aquosa de 2,2"-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfoni-

co) sal de diamoénio, também denominado de ABTS* (7 mM) em 17,6 uL de solucao
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também aquosa de persulfato de potassio (140 mM), mantida no escuro por 16 h.
Apbs este periodo, 1 mL da solugao do radical ABTS™ é diluida em 40 mL de etanol
até obtencao de absorbancia préoxima de 1. Os ensaios foram realizados em micro-
placas de 96 pocos, com as amostras dissolvidas em DMSO nas concentragoes de
10, 25, 50, 75, 100, 300 pg/mL. Em cada poco foi adicionado 20 puL de cada uma das
amostras, do DMSO para o branco, ou do controle positivo (Quercetina, 10 -
500 pg/mL) e 280 uL de solucao do radical ABTS". Apds 20 minutos, as placas fo-

ram lidas em 734 nm.

2.20.3 Capacidade de absorcao de radicais oxigenados (ORAC)
O protocolo é baseado em Gillespie et al. (GILLESPIE; CHAE; AINSWORTH,

2007). No qual uma solucao de fluoresceina sédica de concentragao 0,08 uM é pre-
parada em solugao tampao fosfato de potassio pH 7, e mantida no escuro. Em cada
poco de uma placa de 96 pocos, preta, foram adicionados 150 pL da solucao de
fluoresceina e 25 uL dos extratos dissolvidos em DMSO, com concentragoes finais
de 5 ng /mL. A solugao é submetida a uma leitura inicial, adicionando-se em segui-
da 25 pL de uma solucao de 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) (APPH) 150 mM. Foram
realizadas leituras periédicas de 1 minuto, durante duas horas em excitacao de
485 nm e emissao de 530 nm. O resultado foi entao obtido pelo calculo da area sob

a curva (AUC) de reducao da fluorescéncia.

2.21 Atividade biolégica

A atividade biologica foi aferida com duas diferentes técnicas, e com grupos

de organismos diferentes em cada uma das técnicas utilizadas.

2.21.1 Atividade antibacteriana

Por esta analise foi avaliado o impacto dos extratos da propolis sobre o cres-
cimento bacteriano de culturas de Pseudomonas aeruginosa PAl4, Escherichia coli
K-12 MGI1655, e cepa clinica de Staphylococcus aureus. As bactérias foram inocula-
das em meio liquido Mueller Hinton (MH) overnight. No inicio do dia seguinte, o

meio foi diluido até a obtencao de densidade 6ptica em leitura de 600 nm (DO go0)
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com valor 0,1 e novamente incubado em estufa (37 °C) sob agitacao até a obtencao
de DOgoo = 1 para padronizacao. Apos a padronizacao, as bactérias foram inoculadas
em placas de 96 pocos, com extratos em concentracao final de 0,05 mg/mL, ressus-
pendidos em DMSO, e acrescidos de meio MH. A analise do crescimento bacteriano
se deu por ao menos 20 horas. Os testes serdo realizados em triplicata, e o meio MH
com 1% de DMSO foi utilizado como branco. Este ensaio foi desenvolvido em cola-
boracao com Caio Gomes de Tavares Rosa e Prof.? Dra. Regina Baldini do “Laborat6-
rio de Regulacao da expressao génica em micro-organismos” do Instituto de Qui-

mica da Universidade de Sao Paulo.

2.21.2 Ensaio de dispersao de biofilme

Este ensaio é baseado na capacidade da formacao de biofilme sobre Policlo-
reto de vinila (PVC), a partir de culturas de Pseudomonas aeruginosa PA14 crescidas
em meio Mueller Hinton (MH) (OTOOLE; KOLTER, 1998), método, extremamente
atil na caracterizacao da formacao de biofilmes (O'TOOLE et al., 1999).

Apo6s o mesmo procedimento de padronizacao da cultura bacteriana (topico
2.21.1). Uma aliquota da cultura com DOgqo =1 foi diluida novamente em meio MH
fresco na proporcao de 1:6. Uma aliquota de 100 uL da primeira diluicao é nova-
mente diluida em 1:100, e 400 uL dessa diluicao foi inoculada em cada poc¢o de uma
placa de 48 pocos contendo 20 uL dos extratos brutos etanoélicos das amostras res-
suspendidos em DMSO a 5 mg/mL. As placas foram incubadas durante 16 horas em

estufa a 30 °C.

Decorrido esse periodo a placa foi lida em 600 nm, e seu contetido retirado,
e lavado. Posteriormente, cada poco recebeu 25 uL de solugao Violeta cristal 1%
(m/v), substancia que cora biofilme, sem interferir na coloracao do PVC. As placas
foram entao deixadas em repouso por cerca de 15 minutos. Transcorrido esse tem-
po seu contetdo foi retirado, e lavado. Apos esse procedimento foram acrescenta-
dos 425 pL de acido acético 30 % em cada pogo, deixados em repouso por 30 mi-
nutos. O contetudo foi entao agitado levemente por 5 segundos e lido em 550 nm.
Os resultados foram representados pela proporcao de biofilme formado (Bf), e pe-
los valores de absorbancia obtidos entre a leitura a 600 nm (ABSescimento), € @ forma-

(_;éO de bloﬁlme (ABSbioﬁlme)~

24



ABSbiofilme
Bf =——_biefiime__
ABScrescimento

Este ensaio foi desenvolvido em colaboracao com o “Laboratério de Regula-
cao da expressao génica em micro-organismos” do Instituto de Quimica da Univer-

sidade de Sao Paulo.

2.21.3 Atividade antifiingica

A analise foi realizada por Saccharomyces bayanus em meio Yeast extract —
Peptone—Dextrose (YPD, também denominado como YEPD). Nesta etapa foram uti-
lizadas duas abordagens. A primeira se deu por meio da verificagdo do crescimento
em DOgoo das culturas durante as primeiras 20 horas da exposigao ao extrato. Na
segunda, verificou-se a sobrevivéncia celular apos 20, 45 e 70 horas de exposicao
aos extratos por meio da retengao de vermelho neutro (REPETTO; DEL PESO; ZURI-
TA, 2008; PROMOKINE; PROMOCELL, 2019).

2.21.3.1 Analise do crescimento

A partir de uma cultura congelada foi preparado um pré-inéculo de 3 mL da
levedura em estudo com crescimento overnight (cerca de 16 horas) a 30 °C sem agi-
tacao (ALDRICH, 2020). Decorrido esse tempo, a cultura com cerca de DOgqo = 1, foi
transferida para novo meio de cultura obtendo-se a densidade 6tica de 0,1 e manti-
da em estufa a 30 °C sem agitacao. Ap6s novamente ser atingida a DOgoo = 1, uma
aliquota é transferida para meio fresco, visando a obtencao de DOgq = 0,015. O
meio com a densidade 6tica corrigida foi entao transferido para tubos contendo os
extratos ressuspendidos em DMSO, em concentracao final ¢ de 0,5 %. As culturas
tratadas foram transferidas para placas de 96 pogos, 200 uL por pogo, e o cresci-
mento acompanhado pela absorbancia a 600 nm durante 24 horas, com leituras a

cada 10 minutos e 150 segundos de agitacao antes das leituras.

2.21.3.2  Ensaio de incorporacao de vermelho neutro

O procedimento inicial de obtengdo de uma cultura com DOggo = 0.015 foi o
mesmo do mencionado no item 2.21.3.1. O procedimento posterior foi baseado nas

informacoes contidas na literatura especializada (ABCAM, 2018; REPETTO; DEL
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PESO; ZURITA, 2008), com algumas modifica¢des por se tratar de culturas de leve-

duras.

Placas de 96 pocos, com 200 uL por poco de meio de cultura e os extratos
(também em concentracao ¢ de 0,5 %), foram mantidas a 30 °C durante os periodos
de 20, 45 e 70 horas. Decorrido esse tempo, a placa foi centrifugada a 500 rfc du-
rante 5 minutos. Os sobrenadante eram removidos e 215 uL de meio YPD com ver-
melho neutro em concentragao de 75 ug/mL foi adicionado aos pogos individual-
mente. As placas foram mantidas a 30 °C durante 2 horas. Transcorrido o periodo
de exposicao, a placa foi novamente centrifugada nos parametros mencionados
acima, e os sobrenadante removidos. O corpo de fundo ressuspendido com 215 pL
de tampao fosfato (PBS) para remog¢do do excesso de vermelho neutro nao retido
pelas células. A placa foi novamente centrifugada, e o sobrenadante removido. Ao
final foi adicionada solucao de solubilizagdo composta por etanol:agua:acido acéti-
co (50:49:1). A placa foi entao agitada durante 15 minutos e lida por fluorescéncia em

excitacao de 530 nm e emissao de 645 nm.

2.22 Analise dos dados

Todos os ensaios foram realizados em ao menos triplicatas visando minimi-
zar erros associados a execucao do método, e os resultados foram expressos na
forma de médias * erro padrao. Neste trabalho, as analises foram conduzidas com o
teste estatistico ANOVA (ANalysis Of VAriance), seguido do teste de Tukey, adotan-
do no nivel de significancia de a < 0,05. Utilizando o software R (R CORE TEAM,
2020) e o pacote agricolae (DE MENDIBURU, 2021).

Os dendrogramas foram produzidos pela similaridade dos dados a partir da
distancia euclidiana (UPGMA) e como procedimento de aglomeracao foi adotado o
algoritmo de Ward. O processamento de dados e construcdes se deram por meio
do software R (R CORE TEAM, 2020) utilizando os pacotes: ape (PARADIS; SCHLIEP,
2018), dendextend (GALILI, 2015), gplots (WARNES et al., 2020), gglplot2 (WICK-
HAM, 2016), e ggraph (PEDERSEN, 2019).

Para analisar a possivel correlacao entre os teores de fendis totais, flavonoi-

des totais e ceras, os resultados foram submetidos ao teste de correlacao com o au-
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xilio da ferramenta de analise de dados do LibreOffice (LIBREOFFICE, 2007), e do
pacote base do software R (R CORE TEAM, 2020)

A representacao do grafico de dispersao da analise de componentes princi-
pais (PCA), se deu pela utilizacao dos pacotes Factoextra (KASSAMBARA, ALBOUKA-
DEL MUNDT, 2019) FactoMineR (LE et al., 2008) com pacote de cores viridis (GAR-
NIER, 2018).

A construcao dos mapas de calor (Heatmaps) se deu por meio do software R
(R CORE TEAM, 2020), com os pacotes gplots (WARNES et al., 2020), viridis (GARNI-
ER, 2018), e pals (WRIGHT, 2019) como padrao de cores.

A analise e representacao das curvas de dose-resposta para as analises de
antioxidantes se deu por meio do software R (R CORE TEAM, 2020) utilizando-se os
pacotes Dose response curves (drc) (RITZ et al., 2015), e ggplot2 (WICKHAM, 2016).
As estimativas dos valores se deram por meio da calculadora fornecida pela AAT Bi-
oquest (AAT BIOQUEST, 2019), que utiliza o modelo de regressao logistica de quatro

parametros (1), utilizando o coeficiente de Hill (n), descrito pela equacao:

S(x)= min+2ax—min —rnnm §))
X

1+

As analises das curvas de crescimento bacteriano se deram por meio do
software R (R CORE TEAM, 2020), utilizando-se os pacotes agricolae (DE MENDIBU-
RU, 2021) e Growthcurver (SPROUFFSKE, 2020). Este Gltimo se baseando no modelo
de equacao logistica (2) comum de estudos ecolégicos e de evolucao, o modelo é

descrito por:

No qual K é a capacidade de suporte, representando o nimero maximo de
individuos suportado pelo ambiente nas condi¢oes estudadas. As variaveis: r cor-

respondendo a taxa de crescimento, e Noo namero inicial de individuos na cultura.

As representacoes graficas se deram por meio do pacote ggplot2 (WICK-
HAM, 2016), e ggpubr (KASSAMBARA, 2020). A representacao em curvas de dose

resposta para analise das diferentes concentragdes de extrato em atividade foi rea-
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lizada pelo mesmo programa, utilizando o pacote GRmetrics (CLARK et al.,, 2017).
Assim como a construgdo de algumas tabelas se deu pelo kableExtra (ZHU, 2021).
Todas as unidades, representacoes e contetido deste trabalho seguiram as normas e
diretrizes do Sistema Internacional de unidades (SI) INMETRO, 2012).

3 Resultados e discussao

3.1 Massa seca

A analise do teor de umidade revela que para a maioria das amostras estuda-
das nao houve diferenca significativa (Fig. 2). Entretanto, um grupo apresentou uma
maior porcentagem de agua quando comparada com a maioria das outras amos-

tras.

M. flavolineata (EF), S. bipunctata (SB), S. xanthotricha (SX), e S. postica (YP)
apresentaram contetdo de umidade maior do que as outras prépolis, apresentando
18,86, 16,53, 13, 83, e 13,82 % respectivamente. Os produtores dessas amostras relata-
ram que as coletas foram realizadas em dias nublados da estagao chuvosa, sendo
possivelmente um fator de interferéncia responsavel pelo alto teor de umidade ob-
servado. Considerando que para a prépolis de Apis é documentada a influéncia que
o método de manipulacao e armazenamento podem ter sobre este parametro (CU-
NHA et al,, 2004), é possivel inferir que algo similar possa ter ocorrido com as pro-

polis de Meliponini.

Essa hipotese é corroborada pelo fato de todas amostras do Meliponario S,
S. bipunctata (SB) e S. xanthotricha (SX), apresentarem valores médios de umidade
similares (16,53 e 13,83 % respectivamente), e a0 compararmos com as mencionadas
espécies, mas provenientes do produtor A (Fig. 2-AB e AX), verificou-se que o teor
de umidade foi de 6,44 e 7,52 %, sendo significativamente diferente. Outros autores
também encontraram varia¢coes de composicao de amostras de prépolis obtidas
sob condi¢bes meteoroldgicas distintas (BARBOSA et al.,, 2019; ALDANA-MEJIA et
al., 2021).

No caso da geopropolis, ainda ha a adigao de solo em sua composicao, o que
pode ou nao incluir particulas de argila. Essas particulas de arranjo coloidal, apre-
sentam uma grande capacidade de retencao de agua, sendo, portanto, facilmente
influenciada por mudancas da umidade ambiental (POBIEGA; KRASNIEWSKA;
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GNIEWOSZ, 2019). Em contraste, ha a inclusao de ceras na prépolis, um constituin-
te que dificulta a dessecacao ou ganho de agua (BREAZEALE; MCGEORG; BREAZEA-
LE, 1950). Tendo em vista que a propolis possui materiais de diferentes afinidades
(DA SILVA et al., 2011), as proporc¢des desses componentes possivelmente afetam

sua interacao com a umidade do ambiente.
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Figura 2: Teor de umidade das amostras de propolis dos géneros Melipona e Scaptotrigona.
Barras com as mesmas letras nao diferem estatisticamente adotando a < 5%. As barras de erro
representam o erro padrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies, como indicado pela
Tabela 1.

Quando pulverizada, a préopolis de Apis, apresenta a capacidade de absorcao
de agua, e com passar do tempo forma um composto pastoso e pegajoso, ou mes-
mo empedrado, fenémeno de endurecimento originalmente denominado “caking’
(DA SILVA et al,, 2011). Entretanto, as formas de integracao e do comportamento hi-
groscopico da propolis das abelhas sem ferrao ainda sao pouco conhecidas, sendo
necessarias investigacoes para compreender as interacdes de seus produtos com a

agua. Neste trabalho, o material pulverizado que nao fora acondicionado em recipi-
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entes herméticos acabou por se aglomerar novamente formando blocos, algo simi-

lar ao observado com a prépolis de Apis.

O padrao estabelecido pela legislacao vigente admite a perda por dessecacao
de até 8 % da massa (BRASIL, 2000, 2001). Esse critério se baseia na reducao do
tempo de prateleira que produtos com grande teor de dgua podem sofrer (ESCRI-
CHE; JUAN-BORRAS, 2018; SULAEMAN; NUSA; MARLIYATI, 2021) principalmente
por afetar a estabilidade quimica (ESCRICHE; JUAN-BORRAS, 2018). Assim como o
reconhecimento dos valores de massa seca reduz a incerteza dos doseamentos. O
valor experimental apresentado aqui por grande parte das amostras, € maior que o
padrao estabelecido (Fig. 2). Como ja discutido em outros trabalhos (PEREIRA; SA-
LATINO; SALATINO, 2020), os padrdes estabelecidos pela legislacao foram basea-
dos em amostras de propolis produzidas por Apis, visando a compreensao de sua
composicao para estabelecimento de controle de qualidade. Entretanto, esses pa-
droes nao refletiram o observado para algumas das amostras em estudo (Fig. 2-EF a

BQS5).

Para o mel de abelhas sem ferrao, alguns autores ja reconhecem que o con-
teGdo de agua parece ser significativamente maior do que o padrdo estabelecido
para o de Apis (DE OLIVEIRA et al., 2018). Com os dados apresentados, isso também

foi encontrado para as amostras de propolis deste estudo.

3.2 Teor de cinzas

Os valores obtidos para o teor de cinzas indicam uma divisao entre os dois gé-
neros estudados (Fig. 3), enquanto o género Melipona apresenta um contetdo de
solo muito maior (entre 81,7 e 42 %), em Scaptotrigona, o solo é predominantemen-
te representado somente como uma porcao residual, compondo entre 11,98 e 1,86 %

da massa (Fig. 3).

Para as espécies de S. xanthotricha (AX e SX) e S. bipunctata (AB e SB), nao fo-
ram encontradas diferencas no teor de cinzas entre as amostras de diferentes loca-
lidades (Fig. 3). Desse modo, os dados sugerem que a quantidade de minerais pre-
sentes nas amostras de S. xanthotricha (1,99 e 2,42 % para AX e SX, respectivamente)
e S. bipunctata (2,60 e 2,46 %, para AB e SB respectivamente) é mais fortemente re-

lacionada a espécie do que com relagao a regiao da qual o material é proveniente.
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Essa hipotese é corroborada pelo fato dos valores aqui obtidos serem muito proxi-
mos do observado para S. bipunctata em outros estudos (BARBOSA et al.,, 2019; DI-
NIZ et al., 2021).

Para M. quadrifasciata (BQ4, BQ5, OQ2, e OQ3) foram obtidas diferencas subs-
tanciais, com as cinzas correspondendo a valores entre 75,8 e 45,59 %, indicando
um grande impacto da quantidade de solo adicionada de acordo com a regiao da
amostra (Fig. 3). Atualmente, estudos relacionados ao comportamento de coleta de
resina, e do solo, ou ainda fatores que modificam esse comportamento, além de

outros aspectos associados a producao da prépolis, precisam de maior atencao
(CHAM et al,, 2019).
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pona e Scaptotrigona. Barras com as mesmas letras nao diferem estatisticamente adotando a <
5%. As barras de erro representam o erro padrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies

nominadas, como indicado pela Tabela 1.

A regularizacao do parametro de cinzas para propolis proposto pela instru-
¢ao normativa (BRASIL, 2001), surge devido a uma estratégia de adulteracao do con-

teado da prépolis, por meio da adicao de impurezas (FUNARI; FERRO, 2006), como,
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por exemplo, terra. Tendo em vista que a propolis se trata de um produto escuro, o
conteudo de solo adicionado néo é facilmente identificado a olho nu (WOISKY; SA-
LATINO, 1998). Assim, a submissao de amostras a esse procedimento possibilita a
identificacao de quantidades anormais de conteado mineral, e consequentemente

a identificacao de fraudes (SPINK, 2019).

Entretanto, mesmo a analise das amostras genuinas de propolis de algumas
espécies é possivel observar a presenca de solo, devido a adicao deste pelas abelhas
(Fig. 3). Desse modo, para a regularizacao da comercializacao da prépolis de abelhas
sem ferrao é necessaria uma revisao dos parametros ja propostos, de modo a se
adequar ao seu contetido regular (PEREIRA; SALATINO; SALATINO, 2020).

O Ministério da agricultura exige para comercializagao, um contetdo de cin-
zas correspondente ou inferior a 5% de massa da prépolis (BRASIL, 2000). Esse pa-
rametro é muito discrepante dos valores obtidos para a maioria das espécies estu-
dadas (Fig. 3-OR4 a AT), especialmente para as do género Melipona (Fig. 3-OR4 a
NS).

Os resultados obtidos no presente trabalho também indicam que as regras
utilizadas para certificar a qualidade da propolis de Apis diferem muito dos para-
metros da propolis oriunda das abelhas sem ferrao, o que esta em concordancia
com estudos anteriores (DE LIMA, 2015; PEREIRA; SALATINO; SALATINO, 2020).
Tendo em vista a diversidade da composicao observada, o uso dos parametros ado-
tados para Apis sao muito restritos. Desse modo, reconhecer as variacoes de com-
posicao da prépolis das abelhas nativas, torna possivel o entendimento da hetero-
geneidade desse produto de acordo com a espécie, e evidencia a particularidade de

cada uma delas.

3.3 Composicao mineralégica das cinzas

A andlise de amostras minerais possibilita o reconhecimento de possiveis
fontes do material mineral, do contexto mineral da regido, do clima antigo e do re-
gime de intemperismo (GROTZINGER et al,, 2006). No contexto deste estudo, foi
importante para identificar certos padroes na coleta das abelhas. Contudo, essa
analise s6 é possivel de ser realizada por meio da identificacao das amostras que

efetivamente apresentaram contetdo de origem edafica, enquanto as amostras que
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nao apresentaram material mineralégico (Fig. 4-A) nao sdo passiveis dessa aborda-

gem.

Em quase todas as amostras de Scaptotrigona, nao foram encontradas parti-
culas minerais provenientes de solo (Fig. 4-A), o que se complementa com os dados
de uma baixa porcentagem da massa correspondente ao teor de cinzas (Fig. 3).

S. tubiba (AT), entretanto, se mostrou uma excecao dado que essa amostra possuia

contetdo de origem edafica (Fig. 4-D).

Figura 4: Prancha do registro fotografico realizado em estereomicroscépio. A — Aparéncia do
residuo de cinzas quando nao ha a adicao de solo na composigao da prépolis; B — Particulas de
quartzo, da ordem de cascalho fino, das amostras provenientes do meliponario O; C — Particu-
las irregulares, da ordem de areia média, proveniente do meliponario O; D — Detalhe do con-
junto de particulas de quartzo angulosas provenientes do meliponario A; E — Aspecto geral do
conjunto argiloso apresentado pelas amostras, com um elemento de quartzo anguloso; F — Par-
ticulas de quartzo arredondadas e mais selecionadas, das amostras de prépolis de M. flavolinea-

ta do meliponario E.

Geralmente, a maioria das espécies trabalhadas, quando incluiam solo na
producao de suas propolis, apresentaram um determinado padrao do material in-
corporado. As amostras apresentam-se com predominancia de argilominerais, com
quantidades variadas de cristais de quartzo (Fig. 4 — B, C, E). Esses dois componen-
tes, em diferentes proporcoes, representam quase a totalidade dos minerais consti-

tuintes do residuo mineral. Na literatura é encontrado que a inclusao de minerais
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arenosos e argilosos podem ser responsaveis pelo aumento da robustez dos potes
primitivos, que eram anteriormente produzidos somente com cerume (FREITAS;
VIT; BARTH, 2014).

Outros componentes estao presentes, e desses, € notavel a presenca de cris-
tais de um mineral escuro, de habito fibroso em duas das quatro amostras proveni-
entes do Meliponario A (Fig. 4 — D). Também é possivel observar a presenca de mi-
nerais micaceos e pirita em algumas delas, indicando que esse material mineral tem
origem de rochas metamorficas e com intemperismo avancado (BIGARELLA;
BECKER; SANTOS, 2007). Sobre o conjunto de minerais também é possivel obser-
var diferentes graus de angulosidade dos cristais. A angulosidade é um parametro
indicador da movimentagdo das particulas minerais (DOMOKOS et al., 2014). Parti-
culas que sofreram transporte por longas distancias apresentam maior arredonda-
mento, portanto, menor angulosidade, enquanto as particulas que sofreram intem-
perismo, se separando do corpo mineral de origem, e que permaneceram nesse lo-
cal, ou que foram transportados por curtas distancias se conservam com desenho
recortado, anguloso indicando o fraturamento da rocha mae (DOMOKOS et al,
2014). Neste estudo, observamos predominantemente particulas de maior angulosi-
dade (Fig. 4-B a E).

Contudo, o conjunto mineral apresentado pela amostra de M. flavolineata
(EF) se mostra com particulas de quartzo de grande esfericidade (baixa angulosida-
de), sendo classificados como subarredondados e arredondados (BIGARELLA;
BECKER; SANTOS, 2007). Indicando que esse conjunto de particulas sofreu abrasao
continua (GROTZINGER et al,, 2006), promovendo uma redugao de suas irregulari-
dades (LYON; BUCKMAN, 1943). Isso sugere que os sedimentos foram transportados
por uma distancia consideravel, o que geralmente esta associado com o fluxo de
agua (GROTZINGER et al, 2006; BRADY; WEIL, 2013). Conjunto de caracteristicas
minerais muito comum em ambiente de sedimentacao aluvial (GROTZINGER et al.,
2006; DOMOKOS et al,, 2014).

Além disso, essa amostra também apresentou maior proporcao de minerais
de quartzo (Fig. 4-F), com baixo contetido de argila e silte ao ser comparada as ou-
tras. Isso se associa com um ambiente de sedimentacao com transporte de particu-
las, diferindo de ambientes lacustres, por exemplo. O que é corroborado pelo grupo

mineral encontrado ser mais semelhante a estrutura de quartzos arenitos (arenitos
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com predominancia de quartzo) (GROTZINGER et al, 2006). Maiores teores de
quartzo e reduzido teor de argila e silte sao provenientes de grupos minerais comu-
mente associados a reduzida plasticidade e coesao, além de baixa retencao de agua
(BRADY; WEIL, 2013; GAMA, 2004).

Desse modo, o conjunto mineral da amostra de M. flavolineata (EF) indica
que essas abelhas coletam material sedimentar de rios para inclusao em suas proé-
polis, diferindo muito do contetdo observado para as outras amostras. Entretanto,
tendo em vista que a amostra de M. flavolineata é de origem da regiao amazoénica
(Fig. 1), possivelmente o material mineral apresentado é o mais abundante e dispo-

nivel para a regiao em que as colmeias estavam inseridas.

Das amostras obtidas do Guaruja (produtor A), a composicao mineral nao in-
dica uma origem aluvial. Desse modo, visando confirmar a diferenca entre o mate-
rial mineral presente nas amostras e a composicao dos depdsitos minerais abun-
dantes da regiao, foram analisadas amostras sedimentares de um rio e da praia
proximos da regiao de producao. Os componentes dessas amostras sao predomi-

nantemente de quartzo, subarredondados a arredondados (Fig. 5).

Figura 5: Material sedimentar da regiao do meliponario A. A — Analise dos sedimentos proveni-
entes do rio da regiao. B — Sedimentos costeiros das proximidades do Meliponario A. As fotos

foram tiradas com aumento de 400 x.

As duas amostras eram extremamente semelhantes, com grande presenca de
quartzo correspondente ao grupo de areia fina com particulas apresentando entre

0.72 e 1 mm (Fig. 5). Essa descricao é muito proxima do que é esperado para o tipo
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de depésito mineral, e similar ao observado para o material coletado por M. flavoli-

neata (Fig. 4-F).

Ao comparar a composi¢ao mineral do material recolhido pelas abelhas do
Guaruja (Fig. 4-D) com a composi¢ao dos sedimentos costeiros, e aluviais da regiao
(Fig. 5), apesar de terem sido notadas a presenca de minerais como basalto e felds-
pato, com alto grau de arredondamento, a composicao mineral é muito diferente
(Fig. 4-D). Essa variacao substancial, indica que as abelhas nao utilizam esses locais

amostrados como fonte de material mineral para inclusao em sua prépolis.

M. quadrifasciata e M. mondury, provenientes do Meliponario O, apresenta-
ram predominancia de particulas de argila (Fig. 4), com baixo teor de quartzo do ta-
manho de cascalho fino (Fig. 6). A semelhanca das duas amostras pode indicar a ex-
ploracao de fontes similares de material edafico, assim como a possivel predomi-
nancia desse material na regiao.
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Figura 6: Grafico da composicao mineralogica das cinzas. O tamanho das barras indica o inter-
valo de tamanho das particulas de quartzo das amostras. As cores das barras representam o
nome do grupo de cores obtidas segundo a carta de Munsell®: Amarelo avermelhado 7YR (' ),

Rosa (1), Vermelho amarelado (M), e Amarelo ().
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Também foi conduzida uma avaliacao da selecao de amostras minerais
(Fig. 6), indicando variacOes entre amostras provenientes de produtores diferentes,
mesmo quando pertencendo a mesma espécie. Pode-se notar os diferentes mine-

rais inseridos nas propolis de M. quadrifasciata proveniente dos meliponarios B e O.

A selecao de minerais é classificada de acordo com a abrangéncia de seus ta-
manhos em uma amostra. Aquelas provenientes de uma mesma regiao apresentam
intervalo de particulas com tamanhos similares (Fig. 6). Desse modo ha uma indica-

cao de que exploram fontes com tamanhos de particula parecidos.

De maneira geral, um conjunto mineral com pequena variacdo de tamanhos
indica um transporte de sedimentos de maneira seletiva e de baixa intensidade
(DOMOKGOS et al., 2014). Contrastando com conjuntos que apresentam grandes va-

riagoes de tamanhos, aos quais se associam uma maior energia de transporte.

M. marginata (AM), S. tubiba (AT), e em maior intensidade M. subnitida (NS e
KS) apresentaram conjuntos minerais menos selecionados ao serem comparados
aos outros, ou seja, apresentam minerais com grande diferenga de tamanho (Fig. 6).
Enquanto M. marginata (AM), S. tubiba (AT), apresentaram uma variagao entre areia
grossa e média, as amostras de M. subnitida apresentaram ampla gama de tama-
nhos, atingindo todas as classificacdes entre areia fina e cascalho fino (Fig. 6). Em
todas as outras amostras o padrao de dispersao foi restrito a um tnico grupo de

classificacao.

A coleta de materiais para a composicao da propolis é influenciada por as-
pectos comportamentais e propriedades fisiol6gicas (EROGLU; ACAR; KEKECOGLU,
2021). E reconhecido que as dimensdes corporais das abelhas tém uma forte associ -
acao com sua capacidade de voo. Tendo em vista que abelhas maiores alcancam
maiores distancias (ARAU]JO et al., 2004). Dos dois géneros estudados, Melipona nao
é somente o que apresenta abelhas maiores (KLEINERT; SILVA, 2020), mas com-
preende as abelhas mais robustas da tribo (GRUETER, 2020) e consequentemente
com maior capacidade de voo, atingindo cerca de 2 km de distancia da colmeia
(ARAUJO et al,, 2004), além de serem mais especialistas e competidoras eficientes
(NETO; MORAIS, 2020).

Os dados obtidos da composi¢cao mineralogica sugerem que talvez as abe-

lhas sejam pouco criteriosas para o tamanho das particulas exploradas (Fig. 6), pois
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ao se comparar M. marginata (AM), que apresenta maiores dimensodes, e S. tubiba,
(AT) que pertence a um género de abelhas menores e que conseguem voar cerca de
1 km, o conjunto mineral obtido por elas possui pouca variacao de tamanho. Entre -
tanto, para melhor avaliagao seria necessario um estudo adequado, tendo em vista
que as diferencgas observadas também podem estar somente relacionadas com o

material mineral disponivel na regiao, pois ambas pertencem ao produtor A.

E possivel notar também diferencas com relacao ao Meliponario de origem
para M. quadrifasciata (meliponarios B e O). Enquanto a composicao mineralogica
da amostra do produtor B variou nos parametros de selecao, apresentando diferen-
cas de abrangéncia do intervalo de tamanhos (Fig. 6), e a cor (Tabela 2), a amostra
proveniente do Meliponario O, que compreende uma regiao rural, apresentou a
predominancia de particulas de cascalho fino. Nas amostras de origem urbana, do
Meliponario B predominaram particulas de quartzo menores, correspondendo a
classificacao como areia grossa. Essas diferengas podem ser causadas pelo acesso a
materiais geologicos diferentes, que sao tipicos da regiao na qual a colmeia se en-

contra.

A categorizagao em indices de cores tem sido utilizadas para quantificar va-
riacoes na morfologia e formacao de solos (GOBIN et al., 2000). Os solos tropicais
geralmente compreendem valores entre 10YR e 5YR. No contexto brasileiro, existe
uma correlacao substancial entre o teor de vermelho e a presenca de hematita
(YANG et al.,, 2001), mineral composto por 6xido de ferro, classificado como asses-
sorio comum em rochas igneas félsicas, e importante em algumas formacoes ferri-
feras (NAVARRO et al., 2017). O contetado de sais minerais como ferro, cobre, potas-
sio e zinco nas geopropolis do género Melipona tem sido notadamente superior ao
encontrado na propolis de Apis, ainda que seja um aspecto variante com relacao a
regiao de origem da geoprépolis (FERREIRA et al., 2019), o que possivelmente indica
que o aumento desses minerais tem alguma relacao com os materiais obtidos local-

mente. Aspecto que pode ser indicado pela cor do conjunto mineral.

A maioria das amostras apresentou a predominancia de argilominerais (Fig.
4). A formacao da argila é mais comumente associada ao intemperismo complexo
do granodiorito o (rocha ignea semelhante ao granito), no qual os cristais de quartzo
se mantém inalterados, contudo novos silicatos de aluminio (argilominerais) sao

formados, assim como 6xidos férricos hidratados (limonite) (BIGARELLA; BECKER;
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SANTOS, 2007). Essa descri¢ao de enquadra bem para o material observado para as

amostras.

Tabela 2: Classificagao de cor, segundo a carta de Munsell®, das particulas minerais adicionadas

a propolis das abelhas sem ferrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas,

como indicado pela Tabela 1.

Hue
Produtor Espécies Grupo de cor
Chroma/valor
Melipona marginata Amarelo avermelhado 7YR 6/6
Scaptotrigona xanthotricha -
A
Scaptotrigona tubiba Rosa 5YR7/3
Scaptotrigopna bipunctata — —
B Melipona quadrifasciata Amarelo avermelhado
Y Scaptotrigona postica — —
Scaptotrigopna bipunctata — —
S
Scaptotrigona xanthotricha — —
E Melipona flavolineata Rosa
Melipona quadrifasciata Vermelho amarelado 5YR 5/8
O Melipona mondury Vermelho amarelado 5YR 5/8
Melipona mondury Amarelo 5YR 6/8
N Melipona subnitida Rosa
K Melipona subnitida Rosa

* — amostras sem contetudo mineral de origem edafica na prépolis

Genericamente, os dados obtidos também nao possibilitam afirmar contun-

dentemente que uma mesma espécie apresente preferéncia por uma coloragao de

solo (Tabela 2), visto que algumas varia¢cdes podem se dar somente pelo material

mineral disponivel localmente. Enquanto as amostras de M. quadrifasciata vindas

de Cotia (O) apresentaram materiais muito semelhantes, as colmeias de M. mon-
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dury vindas desse mesmo produtor indicam que elas exploraram materiais distin-

tos tendo como base as diferencas sutis de coloragao (Fig. 6 e Tabela 2).

Previamente, a andlise da composicao metalica de amostras de geopropolis
indicaram que os fatores geograficos foram mais determinantes do que a espécie
de abelha (FERREIRA et al,, 2019). Também é importante ressaltar que nao se tratam
de amostras puras de solo, visto que as abelhas podem utilizar um conjunto diverso

de origens minerais, compondo um mosaico mineral com o que ha disponivel.

Desse modo, o aspecto principal que chama atengao na analise dos compos-
tos minerais é o fato das espécies estudadas de Melipona incorporarem material
mineral predominantemente argiloso (Fig. 4—B, C, E), com reduzido teor de quartzo.
Esse fato é importante tendo em vista a maior possibilidade de manipulacao desse
material pelas abelhas, e que esse conjunto mineral é mais facilmente moldavel
(LYON; BUCKMAN, 1943), e capaz de formar agregados estaveis (WAKINDIKI; BEN-
HUR, 2002). Alguns autores ainda argumentam que as amostras de geopropolis sao
mais rigidas e menos maleaveis que amostras de propolis quando secas (FREITAS;
VIT; BARTH, 2014). Esse conjunto de caracteristicas pode proporcionar maior facili-
dade de incorporacao do material edafico durante a fabricacao da propolis, além de
promover uma maior aderéncia e estrutura para a propolis quando empregado

como revestimento da colmeia.

3.4 Teor de ceras

O teor de ceras obtido também indica uma divisao clara entre o género Meli-
pona e Scaptotrigona (Fig. 7). Dado que Scaptotrigona apresenta as maiores propor-
¢Oes de cera em suas amostras (Fig. 7-SX a AT) quando comparada com Melipona
(Fig. 7-NS a OR4), o oposto ao que foi observado para a analise de cinzas (Fig. 3). A
contraposicao da proporcao desses dois componentes pode indicar que possivel-

mente, a cera e o solo desempenham o mesmo papel na produgao da proépolis.

Os valores de cera em meliponarios de origem urbana foi superior ao daque-
les de regiao rural, possivelmente associado com a dificuldade em obter material de
origem vegetal (Fig. 7). Muitas espécies de Meliponini tem se mostrado compativel
com o ambiente urbano, mesmo com a grande diferenca de disponibilidade de re-

cursos vegetais (KLEINERT; SILVA, 2020). Contudo, ainda é necessario compreen-
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der de que maneira esse ambiente pode impactar a producao da prépolis, mesmo
que os dados apresentados indiquem uma redugao do contetdo vegetal para pro-
polis de Melipona.
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Figura 7: Teor de ceras nas amostras de propolis dos géneros Melipona e Scaptotrigona. Barras
com as mesmas letras nao diferem estatisticamente adotando a < 5%. As barras de erro repre-
sentam o erro padrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas, como indicado

pela Tabela 1.

Akatsu e Soares (AKATSU; SOARES, 2009) mencionam que para as espécies
de Scaptotrigona, a proporcao de cera e de resinas nao se altera ao longo do ano,
possivelmente devido a disponibilidade de resina nao ser tao dependente de ciclos

anuais como, por exemplo, periodos de florada. Assim, a proporcao de cera parece
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ser constante, mas a sua predominancia ou nao é provavelmente dependente da

densidade da flora local.

No caso de Apis, a proporcao de cera e propolis apresentam um papel essen-
cial na estrutura da colmeia (DAMODARAN, 2021). A cera parece se apresentar
como constituinte essencial para a aderéncia da porcao de contetdo vegetal
(STREHLE et al., 2003), sendo que amostras de propolis com maiores teores de ce-
ras sao utilizados para a fixacao desse material como revestimento. Entretanto, no
caso de Meliponini as estruturas do ninho nao sao produzidas somente com a cera
pura, e sim da mistura desse material com outros, sendo incorporada principal-
mente resinas de origem vegetal (GRUETER, 2020) gerando um material mais firme

e com menor contaminagao por fungos e bactérias (GRUETER, 2020).

Em algumas amostras, a presencga de cera € muito baixa, com um alto teor de
solo. O material mineral recolhido pelas abelhas apresenta propriedades plasticas
pelo alto contetdo de argilominerais (OSORIO, 2017). E possivel, portanto, que o pa-
pel de aderéncia, que normalmente é exercido pela cera, talvez seja substituido pela

estrutura mineral argilosa que é extremamente maleavel (GRUETER, 2020).

Nos estudos envolvendo a propolis de Apis do Brasil, o contetdo de cera ge-
ralmente compreende uma proporcao de 2 a 14 % da massa (WOISKY; SALATINO,
1998; FUNARI; FERRO, 2006; MATSUDA, 2006). A cera é considerada um fator im-
portante na qualidade do produto, ja que a inclusao indevida de favos para o au-
mento de massa é uma forma de adulteracdo do produto (MATSUDA, 2006), assim
como a atividade biolégica é principalmente associada com uma maior proporgao
de material de origem vegetal (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019; BOU-
ZAHOUANE et al., 2021). Desse modo, maiores propor¢oes de cera podem impactar
a atividade biolégica e o interesse mercadolégico da prépolis (POBIEGA; KRASNI-
EWSKA; GNIEWOSZ, 2019).

Contudo, estudos mais recentes veem encontrando atividades biologicas
para as ceras (KACANIOVA et al., 2012), que devido a sua atividade antibacteriana,
tem aplicacao na industria para conservagao do papel (LIU et al., 2016). A cera de
abelha também é valorizada como produto impermeabilizante de uso geral (LIU et

al,, 2016) e na producao de cosméticos (BOGDANOV, 2004).
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Os registros coloniais ja indicavam que a cera de Meliponini tinha varios usos
cosméticos e na fabricacao de instrumentos para os povos originarios do Brasil
(SCHWARZ, 1945). Assim como para as civiliza¢des antigas da América Central, a
cera de abelhas sem ferrao era essencial na producao de moldes de moedas e obje-
tos de ouro (SCHWARZ, 1945). Atualmente, os produtores comentam que as propo-
lis de Scaptotrigona usadas nesse estudo produzem sabonetes e hidratantes de me-

lhor qualidade, possivelmente devido ao alto teor de ceras desse material.

Essa composicao diferenciada, aliada ao interesse crescente no desenvolvi-
mento de medicamentos e cosméticos com base em propolis (SANTANA et al,
2012), faz o uso de propolis de Scaptotrigona uma matéria-prima de grande poten-

cial.

As prépolis de Meliponini mudam muito no seu aspecto geral, variando de
um produto amarelo ao amarelado extremo escuro (SCHWARZ, 1945; ALVAREZ et
al., 2021). Durante o processamento, grande parte dos extratos apresentavam cor
clara, assim como observado por Woisky e Salatino (WOISKY; SALATINO, 1998),
para amostras de prépolis de Apis. De modo que um maior contetdo de ceras leva
a uma maior turbidez do extrato quando resfriado, esse mesmo efeito pode ser ob-

tido para as amostras de prépolis trabalhadas.

Historicamente, durante a colonizacao, houve uma tentativa de utilizar a cera
de abelhas sem ferrao na fabricacao de velas (SCHWARZ, 1945). As ceras alvas ou
amareladas eram mais apreciadas, principalmente para os usos eclesiasticos
(SCHWARZ, 1945). Nesse periodo também se observou que a quantidade de materi-
ais adicionados a cera também era uma variante entre as colmeias (SCHWARZ,
1945). Esse fato também foi evidenciado pelos dados deste estudo (Fig. 7). As quanti-
dades de ceras obtidas para as propolis variaram entre as regides de coleta e as es-

pécies, apresentando também diferentes caracteristicas macroscopicas.

Pela legislacao, o contetido de ceras ndo deve superar 25 % da massa (BRA-
SIL, 2000, 2001). Os valores encontrados foram de altas porcentagens de cera para
as propolis de Scaptotrigona (entre 66,55 e 23,58 %), enquanto para Melipona houve
uma baixa inclusao de ceras, compondo de 4,42 a 0,12 % de suas prépolis (Fig. 7). A
proporcao estabelecida € muito discrepante dos dados encontrados para Scaptotri-

gona. Ja para Melipona, pelas informacdes obtidas, o parametro parece adequado. E
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importante salientar que esse panorama se opde ao observado anteriormente para

as cinzas (Fig. 3).

Desse modo, talvez sejam necessarias readequacdes dos parametros de
acordo com alguns grupos de Meliponini, levando-se em consideragao que podem
ser obtidas altera¢des substanciais das propor¢oes de cera obtidas entre géneros da
tribo. Essas variacoes essas podem estar associadas principalmente com a grande
diversidade que o grupo apresenta (FERREIRA et al., 2017b).

A producao de cera envolve também um custo energético (LIRA, 2011). Mes-
mo que a quantidade necessaria ainda seja discutida (LIRA, 2011), a estimativa geral-
mente é de que para a producao de uma determinada massa de cera, o valor de mel
consumido pelas abelhas seja de 3 a 8 vezes maior (BOGDANOV, 2004). Tendo em
vista o gasto energético requerido para a producao de cera, torna-se possivel a re-
flexao a cerca de uma possivel adequacao evolutiva, na qual a inclusao de solo, ao
invés da cera, pode ser uma adaptacao das abelhas sem ferrao. Para Meliponini ain-
da ndo é bem reconhecida a quantidade de energia requerida para a coleta do solo
(HRNCIR; JARAU; BARTH, 2016), entretanto possivelmente isso poderia promover

alguma vantagem energética. Contudo, é necessaria uma investigacao apropriada.

3.5 Analise de macrocomponentes

Considerando os parametros analisados: teor de umidade (3.1), teor de ceras
(3.4), teor de cinzas (3.2) e a por¢ao de massa nao identificada pelas trés metodolo-
gias empregadas, que sera denominada como “outros componentes”. Foi entao rea-

lizada uma analise dos macrocomponentes das amostras em estudo.

A primeira abordagem se deu por meio da analise de agrupamento utilizando-
se o0 método de Ward corrigido. A construgao recupera a separagao entre os dois
géneros trabalhados (Fig. 8). Nesta analise estao incluidos os valores de composicao
adotados pela legislacao (Figura 8—Apis) (BRASIL, 2000). E importante notar que a
partir desses parametros, foi obtida uma maior similaridade dos aspectos composi-
cionais das propolis provenientes do género Scaptotrigona com os parametros da

propolis do género Apis (Fig. 8).

Ja foi documentado que o mel desses géneros também apresentam caracte-

risticas distintas, com analises multivariadas recuperando a separacao desses dois
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géneros por aspectos de composicao (AVILA et al., 2019a). Do mesmo modo, os da-
dos aqui apresentados também indicam que o cenario obtido para o mel ocorre
para a propolis (DE OLIVEIRA et al., 2018). Mostrando que Scaptotrigona e Melipona

sao extremamente divergentes na composicao de seus produtos.

Com reacao a origem, sao formados maiores agrupamentos de amostras vin-
das de um mesmo produtor, enfatizando a proximidade que amostras regionais po-
dem apresentar (Fig. 8). As amostras das mesmas espécies de S. bipunctata e S. xan-
thotricha ficaram mais agrupadas com relacao ao Meliponario de origem do que
com relagao a espécie. O mesmo se observa para os dois agrupamentos de M. qua-
drifasciata, em que as amostras do produtor B e O apresentaram aspectos da com-

posicao geral mais similares em vez de um agrupamento pela espécie.
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Figura 8: Dendrograma obtido para a andlise geral da composicao da prépolis de abelhas sem
ferrao, utilizando a distancia euclidiana e o método de Ward. O terminal parameters foi inclui-
do a partir dos valores de constituicao indicados na instru¢cao normativa do Ministério da agri-
cultura para prépolis de 2001 (BRASIL, 2000). As siglas utilizadas correspondem as espécies no-

minadas, como indicado pela Tabela 1.

Assim, os aspectos regionais também demonstraram influenciar a composi-

cao geral que as amostras apresentaram. Outros estudos ja haviam mencionado que
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existem variagoes substanciais da composicao da prépolis de acordo com a locali-
dade em que é produzida (SAWAYA et al, 2009; RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013;
FREIRES et al., 2016; FERREIRA et al,, 2017a; BISUI; LAYEK; KARMAKAR, 2019; OLE-
GARIO et al,, 2019). Provavelmente por existir um componente ambiental que influ-
encie o comportamento de coleta pelas abelhas, ou mesmo pela disponibilizagao

de materiais muito similares para a composicao de suas propolis.

Entretanto, ainda nao sdao reconhecidos quais aspectos regionais sao mais
fortemente influenciadores da composicao geral das propolis. Alguns autores men-
cionam a diferenca no conjunto da vegetacao local (FERREIRA et al., 2017a; ZABAI-
OU et al,, 2017), como grande fator de influéncia para produtos como o mel (AVILA
et al,, 2019b). O comportamento de coleta do solo, dos produtos vegetais, ou o que
leva a adicao de maiores proporg¢oes de cera pelas abelhas ainda esta para ser ade-

quadamente esclarecido (CHAM et al., 2019).

Os fatores ambientais que se relacionam com a modificacao dos teores de
solo e de material de origem vegetal nao é conhecido. Entretanto, os dados obtidos
neste trabalho indicam que existe uma similaridade entre colmeias da mesma es-
pécie quando provenientes de um mesmo produtor. Contudo, ao se comparar
amostras da mesma espécie coletadas em outras regides, a similaridade nao é tao
grande (Fig. 8). Isso, corrobora a ideia de que as abelhas coletam os materiais dispo-

niveis das regides onde habitam.

Quando o conjunto de dados é submetido a uma analise de componentes
principais (PCA), novamente ocorre a separacao dos géneros estudados. Permitindo

identificar quais fatores sao responsaveis pela dispersao encontrada (Fig. 9).

E possivel observar que o solo é mais predominante nas amostras proveni-
entes das espécies de Melipona, como ja ressaltado na analise do teor de cinzas
(3.2), enquanto a cera é mais preponderante para representar a diversidade de
amostras de Scaptotrigona. Na analise também observamos uma associagao quase
que completamente inversa entre o vetor de ceras e o vetor de cinzas, indicando a
oposicao desses fatores, de modo que uma maior presenca de cera esta associada

com baixo indice de cinzas, e vice-versa.

O teor de cinzas e a cera sao os componentes com respectivos valores proéxi-

mos nos géneros Scaptotrigona e Melipona (Fig. 9). A baixa contribuicao significa
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que ha muitos valores similares entre as amostras (Fig. 9). Pode-se notar que ha
uma grande concentracao das amostras de Scaptotrigona provenientes do produtor

A (AB, AT, AX), principalmente determinado pelo teor de ceras.

Contudo, o teor de umidade, obtido para as amostras que foram coletadas
durante o periodo chuvoso, como comentado no item 3.1, por isso, apresentaram

um maior agrupamento no quadrante superior direito (Fig. 9).
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Figura 9: Diagrama de dispersdao da analise de componentes principais (PCA) obtida para as
amostras de prépolis de Meliponini das espécies trabalhadas neste estudo, baseado nos para-
metros estipulados para a comercializagao de propolis do género Apis. As siglas utilizadas cor-

respondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

E importante também notar que ao ser incluido os parametros de composi-
¢ao que sao esperados para amostras de Apis, segundo a regulamentacao brasileira

(Fig. 9 — Parametros), as amostras mais préximas a essa composicao sao as de Scap-
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fotrigona provenientes do produtor A. Entretanto, mesmo para esse caso, ainda ha a
incompatibilidade do teor de ceras (Fig. 7) para a sua regulamentacdo. Ainda assim,
quando comparada a composicao geral das amostras obtidas para Melipona ob-
serva-se uma maior discrepancia do que é exigido pela regulamentacao para sua

comercializacao.

Nesta representacao também é obtida uma aproximacao para as amostras
provenientes de um mesmo produtor, quando se compara com as amostras de
uma mesma espécie. Todavia, para o produtor A, a amostra de M. marginata (Fig. 9
— AM) se aproximou mais das outras amostras de Melipona (Fig. 9 — 0Q2, OQ3,
OR2, OR4, BQ4, BQ5, NS, KS) do que das amostras de Scaptotrigona (Fig. 9 - 2 a 4)
vindas do mesmo Meliponario, indicando que mesmo quando presentes em uma

mesma regiao, o género é ainda mais determinante, do que a regiao de origem.

Tendo em vista as grandes varia¢oes obtidas entre as amostras de cada um
dos géneros, foi reelaborada uma analise de componentes principais (PCA), se con-
centrando nas amostras de um mesmo género. Essa abordagem propiciou uma

melhor observacao dos fatores mais e menos determinantes de sua composigao.

Para Scaptotrigona, observa-se uma baixa contribuicao do contetido de cin-
zas (Fig. 10). Indicando que para essas, a presenca de minerais varia pouco entre as
espécies estudadas. Revisitando os dados de contetido de cinzas (2.4), nota-se que
realmente existe um conteudo muito baixo para a maioria das amostras desse gé-
nero, um resultado similar ao encontrado para Nannotrigona testaceicornis e Frie-

seomelita varia, também pertencentes a Meliponini (FREITAS; VIT; BARTH, 2014).

Portanto, neste trabalho, nao foram encontradas evidéncias de que as amos-
tras trabalhadas do género Scaptotrigona incluiam solo na composicao de suas pro-
polis, com excecao de S. tubiba, amostra esta que inclusive se apresentou de ma-
neira isolada das outras do estudo, estando presente no quadrante com maior in-

fluéncia do teor de cinzas (Fig. 10).

O que é extremamente valioso nesta abordagem de analise é a possibilidade
em inferir formas de relacao entre as variaveis estudadas. Para o género Scaptotri-
gona observamos uma relacao quase oposta do teor de umidade com o contetudo
de cinzas, enquanto a presenca de cera se opoe ao teor de material nao identificado

(Fig. 10-Outros.componentes). As proporcdoes de cera e o teor de cinzas relatados
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para o género Trigona (também pertencente a Meliponini) € compativel com os va-

lores aqui observados para Scaptotrigona (MULYATI et al., 2021).

A analise de componentes principais dos valores obtidos para Scapfotrigona
(Fig. 11) demonstra uma maior contribuicao entre a variacao dos dados provenientes
da proporcao de cera, e de componentes nao identificados com as metodologias
adotadas. Ja é documentada uma tendéncia na composicao da proépolis de Apis
mellifera, da associagao entre uma maior proporc¢ao de cera e uma menor propor -
cao de compostos fendlicos e flavanonas (RIGHI, 2008; SILVA, 2008) O motivo indi-
cado pelos autores é de que uma maior inclusao de cera levaria a uma redugao da
quantidade de material de origem vegetal, e por esse motivo haveria uma correla-

cao negativa entre o teor daquele componente e o de fendis totais e flavanonas.
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Figura 10: Diagrama de dispersao da analise de componentes principais (PCA) obtida somente
com os valores das amostras de propolis do género Scaptotrigona. O gradiente de coloragao dos
vetores representa a contribuicao para as variacoes das amostras. As siglas utilizadas corres-

pondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

No presente estudo, foi encontrada uma relagao oposta entre a adicao de
cera, e a presenca de outros componentes em Scaptotrigona, o que corrobora as

informagdes usualmente apresentadas para a propolis de Apis. Desse modo, ha
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mais uma evidéncia da grande semelhanca entre a composicao da prépolis prove-

nientes de Scaptotrigona, e Apis.

A anélise de componentes principais obtida somente para Melipona (Fig. 11)
indica uma maior importancia do vetor de cinzas na composi¢cao do conjunto.
Além de uma grande proximidade de amostras vindas de uma mesma regiao (Fig.
11), de modo que M. mondury (OR2 e OR4) e M. quadrifasciata (OQ2 e OQ3) do pro-

dutor O ficaram mais préximas nos aspectos gerais de composicao.
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Figura 11: Diagrama de dispersao da andlise de componentes principais (PCA) obtida somente
com os valores das amostras de prépolis do género Melipona. O gradiente dos vetores repre-
senta a contribuigao para as variacoes das amostras. As siglas utilizadas correspondem as es-

pécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

A distribuicao dos vetores difere do padrao observado para Scaptotrigona

(Fig. 10), tendo em vista que para o género Melipona o vetor que se opde a presenca
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de outros componentes (material nao identificado) € o teor de cinzas (Fig. 11), e nao

o de ceras, como visto anteriormente, reforcando a oposigao desses componentes.

E possivel observar também, a reducao da importancia do vetor de ceras, in-
dicando a pouca influéncia na composicao das amostras de Melipona e que a pro-
porcao de cinzas passa a apresentar uma contribuicdo muito grande para as dife-
rengas observadas entre as amostras. Essa nova informagao entra em conflito com
o que é indicado por outros autores de que a presenca de solo seria uma forma de
criar um material ainda mais resistente, no qual as abelhas também acrescentam
maiores propor¢des de resinas vegetais (GRUETER, 2020). Os dados obtidos neste
trabalho apontam para que as espécies que realizam a inclusao de solo, reduzem a
proporcao de cera que é incluida no material, e que maiores teores de solo, estao

associados a menor inclusao de outros componentes (Fig. 11).

Com a representacao de todos os componentes em barras empilhadas (Fig.
12), é possivel notar como a composicao € consistentemente diferente entre Scap-
totrigona, e Melipona (Fig. 12) principalmente com a proporc¢ao que a cera ocupa no
primeiro e o solo no segundo. Também é possivel reparar como a presenca de agua

é extremamente variante entre as amostras.

A figura 12 evidencia a grande diferenca entre os componentes de cada uma
das amostras, tendo em vista que o agrupamento de Scaptotrigona apresentam
grande predominancia de ceras e de outros componentes, como apresentado tam-
bém pela figura 9. Em oposicao, estao as amostras provenientes de Melipona, que
possuem grande predominancia de sua massa com material mineral, e menor pre-

senca de outros componentes, assim como de agua, e de ceras de modo geral.

Existe um impasse associado ao restrito conhecimento da composicao das
propolis nao oriundas do género Apis, ainda que a propolis de abelhas sem ferrao
apresentem grande importancia alimentar, medicinal, cultural e comercial para di-
ferentes populacoes (BARBIERI JUNIOR, 2018; DE CAMARGO; DE OLIVEIRA; BERTO,
2017). A dificuldade em certificar e atestar a qualidade desse produto é uma das
principais barreiras de insercao desse produto no mercado (ARAUJO, 2013). Princi-
palmente por nao ser possivel estabelecer requisitos minimos de qualidade para
comercializacao (CALABRESE; FERRANTI, 2019). Isso pode ser responsavel pelo pa-
norama atual do Estado de Sao Paulo, no qual a atividade comercial dos produtos

de Meliponini é extremamente restrita, e principalmente concentrada entre os pro-
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dutores (BARBIERI JUNIOR, 2018), além do progressivo desaparecimento da meli-
ponicultura em algumas regides do mundo, mesmo em locais onde era uma ativi-

dade tradicional (CARRECK, 2011).
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Figura 12: Barras empilhadas da fracao massica dos macrocomponentes preponderantes das
amostras de abelhas sem ferrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas,

como indicado pela Tabela 1.

Dessa maneira, esse estudo almejou contribuir para o reconhecimento de
aspectos basicos da composicao da prépolis de abelhas sem ferrao, apresentando
como avanco, a descoberta de que a inclusao de solo € restrita a algumas espécies.
Desse modo, nao é possivel afirmar que todas as propolis de Meliponini devem re-
ceber a denominacao de geoproépolis, pois existem abelhas que nao incorporam
esse componente em suas propolis. Portanto, devem ser denominadas de geopro-
polis, os produtos que incluem efetivamente material de origem edafica em sua
composicao (NOGUEIRA NETO, 1953). O que vem sendo mais abertamente discuti-
do na literatura (FREITAS; VIT; BARTH, 2014; PEREIRA; SALATINO; SALATINO,
2020).
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3.6 Solubilidade em etanol

O contetdo solavel em etanol € um dos parametros de analise exigido pelo
ministério da agricultura para a comercializacao da prépolis (BRASIL, 2000, 2001).
Esse parametro é muito utilizado tendo em vista que a tintura etandlica de prépolis
é uma das formas mais comuns de comercializacao. Principalmente pela dificulda-
de de sua aplicacao direta em produtos alimentares (LIAUDANSKAS et al., 2021).
Sendo o extrato a principal forma de comercializacao, quanto mais solavel em eta-

nol é a propolis, mais vantajosa é a matéria-prima.

O padrao minimo exigido pela legislacao é que 35 % da massa de propolis
seja soluvel em etanol. Em grande parte dos extratos estudados neste trabalho, esse
valor ndo é atingido (Fig. 13). A massa de propolis solGvel em etanol variou entre os
dois géneros estudados. Apenas seis espécies (trés de Melipona e trés de Scaptotri-
gona) apresentaram valores acima de 35 %. A maior porcentagem correspondeu a
M. subnitida (NS-46,37%) e a menor a S. tubiba (AT-35,03%) (Fig. 13). M. flavolineata
(EF), e as duas amostras de M. mondury (OR2 e OR4), quase nao apresentam solubi-
lidade em etanol, provavelmente por apresentarem altos teores de cinzas e umida-

de, além de baixos teores de componentes solaveis em etanol (Fig. 13).

Em especial para as amostras com maior conteado de solo (Fig. 3), hda uma
menor solubilidade em etanol. Resultado esperado, tendo em vista os altos valores
que o solo e as ceras representam na massa das amostras, e serem componentes de
baixa solubilidade neste solvente. Contudo, nao foi encontrada uma relacao tao cla-
ra da solubilidade com o género. Além disso, é reconhecido que o tempo, e o siste-
ma utilizado na extragdo podem impactar significativamente o rendimento de tin-
turas (SOOS et al., 2019), assim como o teor de cinzas pode impactar diretamente o
rendimento (CUNHA et al., 2004).

A solubilidade considera a facilidade dos componentes em serem solubiliza-
dos por um solvente (FUNARI; FERRO, 2006). Ao serem comparados com os valores
comumente encontrados para a préopolis de Apis, os resultados para as abelhas sem
ferrao sao inferiores (FUNARI;, FERRO, 2006; MATSUDA, 2006). Como a padroniza-
cao foi baseada somente na composicao da propolis de Apis, torna-se evidente que
foram desconsideradas as especificidades de composicao das prépolis das espécies

de Melipona e Scaptotrigona, géneros estudados neste trabalho.
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Figura 13: Solubilidade em etanol em porcentagem em massa das amostras de prépolis dos gé-
neros Melipona e Scaptotrigona. Barras com as mesmas letras nao diferem estatisticamente
adotando a = 5%. As barras de erro representam o erro padrao. As siglas utilizadas correspon-

dem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

Visando compreender quais compostos podem influenciar a porcentagem
de solubilizacao da prépolis em etanol, é possivel observar que possivelmente ha
uma interferéncia negativa entre o contetdo de solo e a porcentagem soltGvel em
etanol para as amostras (Fig. 14). Enquanto essa correlacao negativa entre o contet-
do de solo e a massa solivel em etanol parece ser extremamente determinante
para Melipona (Fig. 14-A), para Scaptotrigona, amostras que apresentam somente
cinzas, parece haver uma relacao baixa, sem evidéncias suficientes para classifica-
las como relacionadas (Fig. 14-B). Tendo em vista a baixa relevancia que o teor de
cinzas teve para o género Scaptotrigona, é facilmente compreensivel que nao ha
muita interferéncia daquele componente sobre a variacao de solubilidade em eta-
nol. Enquanto para Melipona, a grande proporcao da massa que o solo apresenta
pode ser a responsavel pela reduzida dissolugao, levando-se em consideracao que
as cinzas desse género apresentaram um contetdo variado de cristais, um material

denso, altamente estavel, e de baixissima solubilidade.
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Concentrando-se no caso de Scatotrigona ainda se observa a discrepancia de
composicao para o ponto fornecido para S. tubiba (Fig. 14B—AT). Como essa foi a
Unica amostra que apresentou solo na composicao da propolis, evidenciado por

seu deslocamento da nuvem de pontos encontrada para outras amostras.
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Figura 14: Grafico de correlagdes lineares da porcentagem em massa solavel em etanol em rela-
cao ao contetudo de cinzas de prépolis de abelhas nativas sem ferrao dos géneros: Melipona (@)
e Scaptotrigona (@). A — Correlacao abordando somente as amostras de Melipona. B — Correla-

cao abordando somente as amostras de Scaptotrigona. As siglas utilizadas correspondem as es-

pécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

As prépolis de uma mesma espécie, mas proveniente de uma regiao diferente
apresentaram variagoes relevantes no caso de M. quadrifasciata (OQ2, OQ3, BQ4,
BQ5). Para essas amostras também foi possivel observar disparidades quanto ao
teor de cinzas (3.2). Desse modo, a diferenca de solubilidade pode estar associada
com essa variacao na proporcao de minerais presentes nas amostras, conside-

rando-se a possivel relacao obtida entre esses dois parametros (Fig. 14—A).

Os melhores resultados da produgao de tinturas variam entre os diversos es-

tudos, dependendo também do destino para o qual a producao dos extratos ou tin-
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turas esta voltada. Dilui¢oes de etanol/agua na proporcao de 70 % sao as mais indi-
cadas para a obtencao de compostos fendlicos (SUN et al,, 2015), enquanto para a
producao de tinturas comerciais com melhor aproveitamento do material deveriam
ser utilizadas proporgoes entre 50 % e 80 % para uma extracao mais eficiente dos
componentes da prépolis (SOOS et al., 2019). Para as abelhas sem ferrao, essa ainda

é uma informacao desconhecida.

Para outras espécies de Meliponini, uma baixa solubilidade foi obtida, com-
preendendo valores entre 17 e 20 % (UMTHONG; PUTHONG; CHANCHAO, 2009),
proporcoes intermedidrias do intervalo apresentado pelas amostras neste estudo.
Alguns autores ainda mencionam que as geoprépolis apresentam um intervalo de
solubilizacao, em etanol, que vai de 0,9 a 355 % (FERREIRA et al, 2019), e que
abrange de maneira mais proxima os valores aqui obtidos, que compreendem de
0,62 a 46,37 % de solubilizacao (Fig. 13 e 14). Essas variagOes sao apontadas como re-
sultado das mudancas de composicao ao longo do ano, que se refletem na solubili-
dade (BUDOIA, 2019).

3.7 Doseamento de Fendis totais

O doseamento de fendis totais indicou que as maiores proporgoes desses
compostos foram obtidas para a amostra de M. subnitida do produtor N (NS), além
das duas amostras de Melipona quadrifasciata provenientes de Sao Paulo (BQ4 e
BQ5) (Fig. 15). Os valores obtidos para a maioria das outras amostras foram significa-

tivamente inferiores quando comparados a essas trés.

A legislacao vigente adota como minimo a proporcao de 5% em massa da
propolis constituida por compostos fenélicos (BRASIL, 2000, 2001). Ao observar-
mos os valores obtidos, somente essas amostras, M. quadrifasciata provenientes do
produtor B (BQ4 e BQ5), e M. subnitida do produtor N (NS), apresentaram os valores

em acordo com o exigido pela instru¢ao normativa (Fig. 15).

Os valores obtidos para essas amostras foram similares aos valores previa-
mente documentados para outras espécies de abelhas sem ferrao (entre 1,5 e 28 %),
como Tetragonula biroi, Heterotrigona itama, e Tetragonula laevicep (FIKRI et al,
2019).
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Um alto contetdo de compostos fendlicos para propolis de M. quadrifasciata
proveniente da regiao sul de minas ja foi obtido (RUBINHO et al., 2019), correspon-
dendo a valores superiores ao observado para outros membros do mesmo género
(DA SILVA et al., 2013). Outros autores obtiveram que o teor de compostos fenédlicos
para M. quadrifasciata é baixo (1,1 %) quando comparado com os de M. marginata
(29 %) (DE LIMA, 2015). No presente estudo as amostras de M. quadrifasciata (OQ2,
0OQ3, BQ4, BQ5) diferiram quanto ao teor de compostos fendlicos segundo a ori-
gem. Apresentando teores entre 14,84 e 19,85 % para as amostras de Sao Paulo (B),
enquanto as amostras de Cotia (O) apresentaram entre 1,12 e 3,22 %. Todavia, em ne-
nhuma das amostras dessa espécie, o teor de fendlicos foi significativamente menor

do que o encontrado para M. marginata (AM), que apresentou 0,61 %.
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Figura 15: Porcentagem em massa de compostos fendlicos. As barras estao preenchidas de
acordo com o Meliponario de origem. Os valores com mesma letra nao diferem estatisticamen-
te entre si pelo teste de Tukey adotando nivel de significancia de 5% (a < 0,05). As barras de
erro representam o erro padrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas,

como indicado pela Tabela 1.

M. mondury (OR2 e OR4), M. flavolineata (EF), S. postica (YP) e S. bipunctata

(AB) foram as espécies que apresentaram menores teores de fendis totais. Era de se
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esperar que as duas primeiras espécies nao apresentassem teor substancial de fe-
nolicos, pois seus teores de cinzas e umidade foram muito altos. Entretanto, S. pos-
tica (YP) e S. bipunctata (AB) mostraram altos teores de outros componentes, além

de cera, na constitui¢ao de suas propolis (Fig. 12).

Os dados obtidos em outros trabalhos ja documentam que as geoprépolis de
M. quadrifasciata e M. marginata nao se adequam ao requerido pela legislacao (DE
LIMA, 2015). Assim como proposto por esse autor, nossos dados também sugerem
ser necessario revisar ou adaptar os parametros aos produtos das abelhas sem fer-
rao. Com as informagdes do presente trabalho também sao obtidas evidéncias de
que os parametros propostos pela instru¢cado normativa (BRASIL, 2001) que regula-
menta a qualidade da prépolis nao correspondem a composigao tipica das prépolis

de Meliponini.

E comum correlacionar a proporcao de cera com a de fendis totais (SILVA,
2008), visando entender como esses indicadores podem variar conjuntamente.

Portanto, foi realizada uma anélise de correlacao desses dois parametros (Fig. 16).

De maneira geral é esperado uma correlacao negativa entre a proporcao de
cera e o teor de substancias fendlicas, considerando o teor de compostos fendlicos
esta associado com a adicao de material vegetal. Assim, uma maior inclusao de cera
se traduz em uma menor proporcao de material de origem vegetal e consequente-

mente, menor teor de fenois (RIGHI, 2008).

Entretanto, nao observamos uma correlacao consistente entre esses dois fa-
tores (Fig. 16). Foram obtidos valores baixos do coeficiente de determinacao (R?).
Desse modo, é possivel que a influéncia apresentada por outros constituintes, alia-
da a interferéncia de outros fatores, nao foram obtidas evidéncias que o teor de fe-
nolicos e proporcao de cera, apresentem uma associacao forte (Fig. 16—A). Com o
resultado observado pela PCA (Fig. 9), também é possivel depreender que houve
grande variacao entre todos os macrocomponentes dessas amostras, e consideran-
do os contextos de cada uma, esses fatores poderiam ser responsaveis pelo valor
baixo de R2

A diferenca encontrada na predominancia de solo ou de ceras também po-
dem ser responsaveis pelo padrao encontrado. Em Melipona (Fig. 16—C) a relacao

entre as variaveis se deu de maneira positiva, indicando que uma maior proporcao
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de cera poderia se associar a um maior teor de fendlicos. Entretanto, para este gé-
nero a presenca de solo foi um parametro mais determinante. Assim, a ligeira rela-
cao positiva entre o teor de fendlicos e a quantidade de cera pode ter se dado por
um maior conteado de cera estar associado com amostras com menor inclusao de
solo, e assim, maior teor de resinas vegetais. Como observado para as amostras de

M. subnitida (NS e KS) e M. quadrifasciata de Sao Paulo (BQ4 e BQ5) (Fig. 12).
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Figura 16: Grafico de correlacoes lineares da porcentagem em massa de fendis totais e massa de
cera de prépolis de abelhas nativas sem ferrao dos géneros: Melipona (@) e Scaptotrigona (@).
A — Dispersao de todas as amostras em estudo. B — Dispersao das amostras de Melipona. C —

Dispersao das amostras de Scaptotrigona. As siglas utilizadas correspondem as espécies nomi-

nadas, como indicado pela Tabela 1.

Para Scaptotrigona (Fig. 16—B), o solo apresenta pouca influéncia sobre os
componentes, e a relacao previamente encontrada na literatura, de que o teor de

ceras e substancias fendlicas sao variaveis negativamente relacionadas (RIGHI,

59



2008; SILVA, 2008), é ligeiramente recuperada, devido ao fato desse grupo ter a
cera como um fator mais determinante na composicao. Mesmo assim, nao ha um
padrao claro e bem representado pelo modelo linear que é proposto, indicando re-

lagoes mais complexas entre esses componentes.

3.8 Doseamento de Flavonoides

A partir da metodologia que utiliza somente o cloreto de aluminio obteve-se
uma maior proporcao de flavonoides para as amostras de S. bipunctata de Jacui
(SB), seguida as amostras de M. subnitida (NS e KS), M. flavolinetata (EF) (Fig. 17).

Amostras que apresentaram respectivamente 0,53, 0,39, 0,23 e 0,36 % de flavonoi-
des.
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Figura 17: Porcentagem da massa seca de flavonoides pela metodologia que utiliza somente clo-
reto de aluminio. As barras estao preenchidas de acordo com o Meliponario de origem. Os va-
lores com mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey adotando nivel
de significancia de 5% (=< 0,05). As barras de erro representam o erro padrao. As siglas utiliza-

das correspondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.
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Os valores obtidos foram bem abaixo do intervalo de 5 e 26 % que é mencio-
nado para a prépolis de Apis (KOSALEC et al., 2004). Com a variacao apresentando
grande influéncia da origem regional, mas nem sempre de maneira clara (FIKRI et
al., 2019). Nos estudos com Meliponini, variagdes do teor de compostos fenélicos
entre amostras também foi obtido para M. quadrifasciata, sendo influenciada prin-

cipalmente pela origem (BUDOIA, 2019).

Neste trabalho, é importante notar que os dados nao apresentam um padrao
bem definido com relacao a espécie ou mesmo a origem das amostras. Principal-
mente para as amostras com maiores valores (Fig. 17). A metodologia utilizada sofre
grande interferéncia dos grupos de flavonoides presentes, assim como o composto
utilizado como padrao (POPOVA et al., 2004; MARCUCCI et al., 2021), podendo favo-

recer, ou nao, o resultado de algumas amostras.

A analise da segunda metodologia também indica um teor de flavonoides
maior para M. subnitida (NS, KS), e M. quadrifasciata (BQ5) com valores entre 10,21 e
2,96 % (Fig. 18). Entretanto, uma das amostras de S. xanthotricha (SX) passa a ter uma
maior concentragao (3,81 %). Ao compararmos a propor¢ao obtida nessa metodolo-
gia, com os valores obtidos para a abordagem anterior, encontramos maiores valo-
res (Fig. 17).

A presenca de flavonoides na prépolis da tribo Meliponini é extensamente
mencionada (ARAUJO et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2017b; SANCHES; PEREIRA;
SERRAO, 2017; LAVINAS et al., 2018). Tendo em vista a diversidade que as propolis
podem apresentar em sua composicao, além da maior seletividade que os métodos
adotados apresentam, as diferencas observadas podem estar relacionadas as pro-
porcoes de compostos nos quais a metodologia é mais sensivel (PEKAL;
PYRZYNSKA, 2014). Da mesma maneira, a quantificacao por essa abordagem é reco-
nhecidamente imprecisa, mas, ainda assim, valiosa por possibilitar comparagoes

entre amostras e/ou diferentes estudos (MARCUCCI et al., 2021).

Ja foi observada uma grande e consistente atividade antioxidante das amos-
tras de M. subnitida do Estado de Alagoas (DE OLIVEIRA et al,, 2018). Os dados que
serao apresentados oportunamente, complementarao as informagdes ja publicadas.
Nota-se a presenca marcante de flavonoides na propolis nesta espécie (Fig. 18), em

comparagao com as outras, utilizando a mesma metodologia dos autores.
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Figura 18: Porcentagem da massa seca de flavonoides pela metodologia com nitrito de sédio. As
barras estao preenchidas de acordo com o Meliponario de origem. Os valores com mesma letra
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey adotando nivel de significancia de 5%
(a< 0,05). As barras de erro representam o erro padrao. As siglas utilizadas correspondem as es-

pécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

Na literatura também é indicado que possivelmente essa espécie tenha um
comportamento mais especialista de coleta de material vegetal (DE OLIVEIRA et al,,
2018). Entretanto, para as abelhas sem ferrao também foram observadas grandes si-
milaridades para amostras provenientes de uma mesma regiao (BONAMIGO et al,
2017a). Sem o reconhecimento apropriado da flora local, de onde as amostras dos
estudos foram obtidas, a similaridade encontrada pode ser devida ao material vege-
tal disponivel na regiao ou a um efetivo comportamento especialista de coleta. Os
dados apresentados indicam que o material de M. subnitida mesmo que proveni-
ente de meliponarios localizado em uma regido urbana (NS) ou rural (KS), o teor de

flavonoides é similar.

Os parametros atuais para a comercializacao da prépolis estabelece que sua
composicao deve conter um minimo de 0,5 % em massa de flavonoides, sendo ain-
da classificada com teor baixo (menor de 1 %), médio (entre 1 e 2 %) e alto teor (mai-
or que 2 %) (BRASIL, 2000, 2001). As metodologias adotadas apresentariam diver-

géncias com relacao a classificacao das propolis. Enquanto a primeira abordagem
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resultaria na inadequacao de todas as préopolis estudadas (Fig. 17), a segunda resulta-
ria nos trés niveis de classificacao, alto (NS, KS, BQ5, SX, e BQ4), médio (AT e OQ2) e

baixo (demais amostras) (Fig. 18).

E importante ressaltar que as amostras de Melipona incluem solo, e mesmo
assim, apresentaram um alto percentual de flavonoides. Nao sendo, portanto, even-
tos mutuamente excludentes, nem tampouco facilmente associados, em que maio-

res teores de solo resultam em menores teores de flavonoides.

Devido as variadas atividades biolégicas, os flavonoides sao grandes candida-
tos como compostos-chave para identificacao da qualidade da prépolis. Contudo, é
importante aliar as metodologias aqui adotadas ao teste com a 2,4-dinitrofenilhi-
drazina (topico 3.9) para melhor caracterizagdo da composicao de compostos fe-
nolicos (CHANG et al,, 2002; MARCUCCI et al.,, 2021), principalmente pela diferenca
de sensibilidade que cada uma dessas metodologias apresenta com grupos espe-
cificos de compostos fendlicos (PEKAL; PYRZYNSKA, 2014).

3.9 Doseamento de Flavanonas e dihidroflavonéis

A presenca de flavanonas e dihidroflavonéis se mostrou predominante para
as espécies de Melipona (Fig. 19), em especial para M. marginata (AM) representando
0.38 %. Entretanto, algumas amostras desse género apresentaram um teor muito
menor que esse. Possuindo variagoes até mesmo entre amostras do mesmo Meli-
ponario. Previamente, essas variacoes foram documentadas para regides proximas

(POPOVA et al., 2013), mas nao para a regiao de um mesmo produtor.

A presenca de flavanonas em prépolis é extensamente mencionada (ZAI-
NULLIN et al., 2018). Alguns autores destacam que as flavanonas sdo conjuntos de
compostos extremamente comuns nas plantas utilizadas por Apis (KOSALEC et al,,
2004; POPOVA et al,, 2009). Dessa maneira, se baseando na presenca desses com-
postos, Melipona é possivelmente explorador de uma flora vegetal muito similar ao
das coletas de Apis (DOS SANTOS et al., 2017a).

A metodologia adotada usualmente tem grande sensibilidade para reagir
com o grupo de flavanonas, e menor sensibilidade para flavonas, flavondis e isofla-
vonas que apresentem dupla ligacao entre os carbonos Cz e Cs, por sua dificuldade

em reagir com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DOS SANTOS et al., 2017a). Isso torna a
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metodologia adotada mais especifica, com uma menor interferéncia da presenca de
outros compostos. Contudo, a caracterizacao das flavanonas da propolis de Apis ja
foi realizada (DA SILVA et al., 2019), enquanto para Meliponini, estudos mais apro-

fundados nesse grupo de compostos ainda sao raros (POPOVA et al., 2009).
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Figura 19: Porcentagem da massa de flavanonas e dihidroflavonois. As barras estao preenchidas
de acordo com o Meliponario de origem. Os valores com mesma letra nao diferem estatistica-
mente entre si pelo teste de Tukey adotando nivel de significancia de 5% (a< 0,05). As barras de
erro representam o erro padrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas,

como indicado pela Tabela 1.

Foram obtidos teores de flavanonas de 10,3 até 20,7 % das amostras de pro-
polis de Apis provenientes da Croacia (KOSALEC et al., 2004). Valores muito maio-
res do que o intervalo aqui obtido de 0,11 a 0.38 % (Fig. 19), ndo existe uma exigéncia
minima com relagao a presenca de flavanonas ou dihidroflavonéis pela legislacao
(BRASIL, 2000, 2001). Entretanto, a presenca desses compostos é indicada por al-
guns autores como associada as maiores atividades biolégicas, em especial antibac-
teriana (KOSALEC et al,, 2004). Todavia, em alguns casos, a presenca de flavanonas
preniladas parece ser um aspecto mais relevante para a atividade biologica, ainda

que metodologia aqui adotada favoreca o reconhecimento de flavanonas de manei-
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ra ampla (POPOVA et al., 2009). Esse aspecto é mais profundamente discutido na

secao 3.17.

Da mesma maneira, as grandes variacOes encontradas neste estudo, de-
monstram que nao ha uma relacao estreita do teor de flavanonas e dihidroflavonéis
com relagao a origem geografica (Fig. 19). Assim, as amostras de um mesmo melipo-
nario (barras de mesma cor), em sua maioria, nao pertencem ao mesmo grupo esta-

tistico, portanto, nao é possivel uma generalizagdo consistente nesse sentido.

3.10 Analise geral dos compostos fenélicos

Com os resultados obtidos nos testes colorimétricos para a composicao fe-
nolica das amostras foi construido um grafico de dispersao (Fig. 20), focando na

identificacao das principais relagoes de cada teste realizado.
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Figura 20: Grafico de dispersao das amostras com relacao & composicao fendlica. Os vetores
representam os testes realizados: Flavanonas — flavanonas e dihidroflavondis, Cloreto_flavo-
noides — teor de flavonoides totais pelo método com cloreto de aluminio, Nitrito_flavonoides
— teor de flavonoides totais pelo método de nitrito de sédio, Fenélicos — teor de compostos fe-
nolicos. As cores representam a intensidade de contribuicao para a dispersao. As siglas utiliza-

das correspondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.
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E possivel notar que o teor de compostos fenédlicos e de flavonoides por
meio da metologia do nitrito de soédio (Fig. 20-Nitrito_flavonoides) foram os que
mais contribuiram para a dispersao observada. Além disso, ambos vetores estao
notadamente préximos um do outro, e apresentaram valores mais proeminentes

para as amostras de Sdo Paulo (B) e regiao urbana de Mossor¢ (N) (Fig. 20).

De todos os vetores estudados, o de menor contribuicao para a dispersao
corresponde ao de flavanonas e dihidroflavonéis (Fig. 20-Flavanonas), o que é con-
sistente, tendo em vista as baixas variacoes dos teores obtidos entre amostras (2.11).
E possivel notar uma correspondéncia quase oposta entre os valores obtidos de fla-
vanonas (Fig. 20-Flavanonas) e de flavonoides pelo método com cloreto de alumi-

nio (Fig. 20-Cloreto_flavonoides).

O padrao de dispersao obtido nao salienta a presenca de alguma relacao
muito proxima entre o produtor de origem da amostra e a composicao de compos-
tos fendlicos para espécies de abelhas diferentes (Fig. 20). A importancia da adocao
dessas metodologias vem principalmente da capacidade de comparar os teores
desses compostos entre um grande nimero de amostras e de maneira simples, en-
tretanto as estimativas quantitativas nao sao absolutamente consistentes (MARCUC-
CI et al, 2021). Alternativas mais recentes vem surgindo, com espectroscopia em
comprimentos de onda préximos ao infravermelho, uma técnica que possibilita es-
timar a presenca desses compostos. Entretanto, grande parte do problema com a

acuracia da estimativa ainda sao preservadas (BETANCES-SALCEDO et al., 2017).

A metodologia com cloreto de aluminio para a determinagao de flavonoides
€ uma alternativa mais conveniente, no contexto de controle de qualidade, por per-
mitir o rapido processamento de inimeras amostras além de ser acessivel a boa
parte do instrumental disponivel nos laboratérios do pais (MARCUCCI et al., 2021).
Por ser amplamente difundida também pode ser utilizada para comparar amostras,

ou ainda realizar o acompanhamento do controle de qualidade de producao.

Parece existir uma boa relacao entre a presenca de flavonoides e fendis totais
com menores valores de ICs, (COTTICA et al., 2011), o que é esperado tendo em vista
que essas moléculas apresentam consistente atividade antioxidante (TUNGMUNNI-
THUM et al., 2018). Essa relacao com a atividade microbiana sera mais explorada no

topico 3.16.
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3.11 Composicao das ceras por cromatografia a gas, acoplada

a espectrometria de massas (CG/EM)

A aparéncia da cera obtidas ap6s o processamento foi extremamente similar
ao que ja é reconhecido para as abelhas meliferas. Entretanto, em alguns casos foi
mais rigida e friavel que a cera de Apis, usualmente descrita como palida, suave ao
toque, e maleavel (SCHWARZ, 1945; BLOMQUIST; ROUBIK; BUCHMANN, 1985).

A cera de abelhas pura é proveniente das glandulas de cera localizadas entre
o quarto e sétimo tergito (KOEDAM et al., 2002). Logo que sai do corpo apresenta
cor palida e tende a formar escamas (DE CAMARGO; PEREIRA; LOPES, 2002; BOG-
DANOQV, 2004), para Apis, a coloracao da cera se modifica temporalmente pela oxi-
dacao e/ou pelo contato com outros componentes (BOGDANOV, 2004). Entretanto,
em Meliponini, raramente sao construidas estruturas da colmeia compostas so-
mente de cera (SCHWARZ, 1945; MILBORROW; KENNEDY; DOLLIN, 1987). Durante
sua manipulacao, a cera, em sua maioria, € misturada com componentes externos
(SCHWARZ, 1945), o que modifica sua aparéncia de imediato. Desse modo, registros
de métodos de purificacao da cera de abelhas sem ferrdo remontam a periodos

ainda anteriores a colonizacao do Brasil (SCHWARZ, 1945).

Durante o processamento das amostras deste estudo, uma grande parte do
contetudo separado das ceras apresentou uma coloragao escura, e em alguns casos,
também foi possivel distinguir visualmente a presenca particulas minerais como
corpo de fundo da solucao, semelhante ao que é relatado para a purificagédo das ce-
ras das colmeias de Trigona australis (MILBORROW; KENNEDY; DOLLIN, 1987).

Comumente em extra¢des de hexano sao documentadas a presenca de alca-
nos, principalmente de cadeias longas (STREHLE et al., 2003; RIGHI et al., 2011; OLE-
GARIO et al,, 2019). Nas amostras, foram identificados alcanos de cadeia longa como
hentriacontano (Csy), heneicosano (C,), nonadecano (Cys), pentacosano (C,s), e dotria-
contano (Cs,). E notavel também a predominancia de ésteres de cadeia longa, como:

etanoato de heptacosila (C,), octosila (Cso), e triacontila (Cs,) (Fig. 21).

Alcoois de cadeia longa também estao presentes (Fig. 21). Em especial, o 1-
Triacontanol (Cso), e 1-Hentetracontanol (Cy) (Fig. 21). A predominancia de acidos
graxos, alcoois e ésteres de cadeia longa é similar ao que é encontrado como com-

posicao para a cera de Apis (LIU et al., 2016), assim como da composicao epicuticu-
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lar de M. marginata (FERREIRA-CALIMAN et al,, 2010). Usualmente, a cera proveni-
ente das operarias de Meliponini apresenta caracteristicas macroscépicas muito si-
milares das descritas para Apis. Entretanto, elas sao quase sempre misturadas de
maneira uniforme com resinas ou solo durante sua manipulacao pelas abelhas (KO-

EDAM et al,, 2002).
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Figura 21: Mapa de calor da composicao da cera obtida por cromatografia a gas acoplada a es-
pectrometria de massas (CG-MS) por meio da extracao inicial com diclorometano de amostras
de propolis de abelhas sem-ferrao. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas,

como indicado pela Tabela 1.
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O agrupamento de amostras pela regiao ou por espécie, ndo foram tao deter-
minantes. A presenca de hidrocarbonetos, principalmente alcanos e alcenos sao
marcantes (Fig. 21). Contudo, compostos da classe dos ésteres correspondem a mai-
or proporcao das amostras. Os estudos da composicao da cera extraida da prépolis
de Apisindicam a predominancia de ésteres, com destaque para monoésteres e hi-
drocarbonetos (NEGRI et al,, 2000), e mais recentemente, a presenga de sesquiter-
penos como importantes marcadores quimicos na composicao da prépolis (HU-
ANG et al,, 2014). A grande predominancia desses compostos também foram obser-

vadas para as amostras de Meliponini estudadas (Fig. 21).

Em alguns casos, como para a propolis de Melipona fasciculata, a cera é pre-
dominantemente composta de triterpenos e carboidratos (ARAUJO et al.,, 2015). Ao
analisarmos as espécies de Melipona deste trabalho, nao se observou uma predo-
minancia tao evidente de triterpenos, além de nao ter sido identificada a presenca
de carboidratos. Entretanto, para esse ultimo componente, € esperado que sua pre-
senca nao seja notada devido ao método utilizado, além do fato de que este parece
ser um aspecto especifico da constituicao da prépolis de M. fasciculata em vez de

uma caracteristica abrangente a todo o género.

Nos insetos, a cuticula é a porcao mais externa do tegmento, sendo compos-
ta por duas camadas de diferente composicao quimica, e que atuam na rigidez do
exoesqueleto (POIANI et al,, 2014). Ela apresenta uma grande importancia na sinali-
zacao quimica e comunicacao entre os insetos sociais (FERREIRA-CALIMAN et al,,
2010). Os lipidios componentes da cuticula apresentam cadeia carbénica variando
entre C;; e Cy4, € em sua maioria alcanos, ou alcanos com grupos metil, e alcenos
(MORGAN, 2004). Nas amostras foram obtidas uma reduzida presencga de alcenos
(como 13-metil-Z-14-nonacoseno) e de hidrocarbonetos ramificados (como 9-oc-
til-heptadecano). Para Melipona os registros apontam a presenca de uma epicuticu-
la com nimero impar de carbonos predominantemente de Czz a C3 como alcanos e
alcenos (ABDALLA et al., 2003; FERREIRA-CALIMAN et al,, 2010), apresentando ma-
joritariamente pentacosanos e tricosanos nas abelhas campeiras (FERREIRA-CALI-
MAN et al, 2010). Desta forma, parte da composicao obtida para as amostras cor-
responde ao que € encontrado como constituinte da epicuticula das abelhas, e

como material proveniente da glandula de cera.
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Os dados também indicam a presenca de hidrocarbonetos, principalmente
com cadeias carbonicas entre 18 e 27 carbonos como: octadecano (Ci), eicosano
(C0), heneicosano (Cy) tetracosano (Czs), heptacosano (C,7). Os tamanhos de cadeia
carboénica estao proximos ao intervalo usualmente documentado na literatura, além
da predominancia de cadeias saturadas, e esteres, compostos identificados como
parte da cuticula do exoesqueleto das abelhas (KOEDAM et al., 2002), com impor-
tante atuacao como marcadores quimicos de identificacao entre as abelhas (FER-
REIRA-CALIMAN et al., 2010). Este resultado parece interessante, precisando, entre-

tanto, de novos trabalhos, voltados a confirmar esses dados.

Para a maioria das amostras houve a formacao de um grande agrupamento
das espécies estudadas, com pouca distingao entre os géneros (Fig. 21). Indicando
que de maneira geral, os componentes da cera sdo mais amplamente difundidos
entre as amostas de maneira relativamente similar. Dado que a cera tem grande im-
portancia dos componentes produzidos pelas abelhas, e do seu papel similar para a
colmeia (STREHLE et al., 2003; FERREIRA-CALIMAN et al., 2010), é esperado que

exista uma certa consisténcia de sua composicao entre grupos de abelha proximos.

Também foram obtidos conjuntos de compostos, em baixa quantidade, que
contribuiriam para a separacao das amostras do agrupamento principal, em especi-
al de diferentes espécies provenientes de uma mesma regiao, como Lup-20(29)-en-
3-ona, composto amplamente disperso em diversas familias de plantas (XU et al,
2018), que esteve presente nas amostras do produtor A (Fig. 21—AX e AT). Poderia
ser uma indicacao de que a presenca de componentes hidrofébicos da resina de
plantas também pode vir associada com a cera. Tendo em vista que as abelhas ho-
mogenizam a cera retirada do abdémen com o material exsudado obtido das plan-
tas (SCHWARZ, 1945), e assim alguns compostos presentes no extrato fracionado
hexanico tém origem da resina e ndo somente da cera da glandula abdominal das
abelhas. Essa questao vem permeando a literatura, e analises mais consistentes vol-

tadas para esse tema ainda se fazem necessarias (FERREIRA-CALIMAN et al., 2010).

De qualquer modo, a analise mais profunda da composicao das cadeias car-

boénicas dos hidrocarbonetos das ceras é melhor explorada na préxima secao (3.12).
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3.12Composicao da fracao de hidrocarbonetos por cromato-
grafia a gas com detector por ionizacdao de chama (CG/
FID)

Neste procedimento foram identificados apenas os alcanos de Scaptotrigona,
pois as propolis desse género eram as que apresentavam incorpora¢ao mais subs-
tancial de cera, com ja discutido anteriormente (topico 3.4). Essa abordagem tem
como principio que o aumento de um atomo de carbono na cadeia carbénica pro-
voca aumento quase regular do tempo de retencao (MAROTTA; NETO; AZEVEDO,
2014). Essa propriedade, aliada a extracoes com solventes de baixa polaridade, pro-
move a possibilidade de identificagao do tamanho de cadeias carbénicas presentes

em misturas complexas (Apéndice A).

Foram encontradas variacoes substanciais da composicao dos hidrocarbo-
netos das amostras estudadas (Tabela 3). Nao foram notadas semelhancas entre as
amostras de uma mesma espécie, bem como, entre amostras de um mesmo produ-
tor. Por exemplo, S. xanthotricha (AX e SX), dos produtores A e S, apresentam como
alcanos principais Cso € C, respectivamente (Tabela 3). Ao se analisar amostras di-
ferentes de um mesmo produtor, por exemplo, S. xanthotricha (SX) e S. bipunctata
(SB), do produtor S, de Jacui (MG), verifica-se também diferencas acentuadas entre

os hidrocarbonetos que as constituem (Tabela 3).

Para Meliponini, o material de construgao da colmeia é basicamente cera
acrescida de materiais externos (SCHWARZ, 1945). Entretanto, os componentes pre-
dominantes da cera sao oriundos da glandula cerifera das abelhas, mesmo com o
acréscimo da resina vegetal utilizada na fabricacao da prépolis (KUMAZAWA et al,
2008). Os dados obtidos corroboram essa informacao, tendo em vista que os com-
ponentes majoritarios, apesar de apresentarem variagdes na porcentagem relativa,
estao presentes em amostras da mesma espécie, independente da regiao de origem
(Tabela 3).

Com o conjunto de dados obtidos pela cromatografia, também foi realizada a
analise de agrupamento (Fig. 22). Podemos observar que existem regides em que as
moléculas identificadas possuem maior proporcao. Compostos com cadeias car-
bénicas Cio, Cs, Csz, Cz6, € Cis 520 05 mais abundantes considerando o conjunto de

amostras pertencentes a Scaptotrigona (Fig. 22).
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Tabela 3: Porcentagem (TIC) de hidrocarbonetos presentes nas amostras, conforme o namero

de atomos de carbono que constituem a cadeia carbénica.

Carbonos na cadeia carbonica AX AT AB SB SX YP

14 27.36

19 0.04 0.13

24 6.53

25 1.01 8.07 284 234

26 0.73 1.04 54.01

27 0.28 1.05 1loee 1424 837 8.01
28 0.37 278 130

29 1.25 946 1648 8.14 12.05
30 027 289 311 546 041 376
31 021 578 360 509 492 198
32 0.60 3.17 1296 2737 10.26 28.31
33 017 171 288 Led4 10.69
34 243 103 562 009 121
35 0.85

36 0.17 1.03 642
37 11.04 2,18 10.03
38 1.34

39 2,38 4349 487323 0.25 1843
40 90.42 237

A constituicao do exoesqueleto de S. postica inclui compostos Cy a Css prin-
cipalmente de nimero impar de carbonos como heptacosano e tricosano predomi-
nam, especialmente para os individuos que trabalham na colmeia (POIANI et al,
2014). Os dados corroboram o intervalo indicado pelos autores, entretanto, com al-
guns compostos de cadeias carbonicas ainda maiores (Tabela 3). Isso pode ser devi-
do a grande parte dos componentes dessa extracao serem oriundos do material
produzido pela glandula de cera, e ndo necessariamente esse componente e a epi-

cuticula das abelhas apresentam a mesma composicao.

E importante ressaltar que apesar das amostras provenientes dos produtores
A e S, pertencerem a regidoes com vegetacoes diferentes e cada produtor possuir
mais de uma espécie, a constituicao das ceras parece ser mais predominante deter-
minada pela espécie de abelha do que pela sua origem geogréfica (Fig. 22).

Com isso, € notavel as amostras de S. xanthotricha compostos com cadeia
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carboénica entre Cy e Ca4 predominam. As amostras de S. bipunctata apresentaram
predominancia de Czs e Cs, mostrando também compostos com cadeias carbénicas

C37, C39-

Distancia de Ward

SX

AT

AX

YP

AB

SB

10.0 7.5 5.0 2.5 0.0
Distancia

Figura 22: Dendrograma obtido para a analise da composicao da fragao de hidrocarbonetos de
propolis de abelhas sem ferrao, utilizando a distancia euclidiana e o método de Ward corrigido.

As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

Apesar de da analise de agrupamento mostrar uma certa afinidade entre
amostras de um mesmo produtor, como S. xanthotricha (AX) e S. tubiba (AT), ha
uma grande distancia entre amostras da mesma espécie, provenientes de produto-
res diferentes, como se nota entre S. xanthotricha dos produtores A (Guaruja, SP) e
S (Jacui, MG). O mesmo acontece com as amostras de S. bipunctata, provenientes

dos produtores A e S.

A composicao da cera do corpo de abelhas em Meliponini é complexa. Além
de constituir um dos principais componentes da propolis em alguns géneros como
visto anteriormente para Scaptotrigona (item 3.4 Teor de ceras), ainda assim, sua
composi¢ao € comparavel a composicao relatada para outros grupos de abelhas
(BLOMQUIST; ROUBIK; BUCHMANN, 1985). Usualmente a fracao de cera da propolis

apresenta pouca interferéncia do lugar de origem (NEGRI et al., 2000), mas a com-
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posicao genéticas das abelhas podem influenciar nessa e em outras de suas carac-
teristicas (NEGRI et al., 2000; SILVA; ARAUJO; SCHER, 2012). Esse conjunto de fato-
res além da interferéncia de compostos presentes nas resinas vegetais exploradas
localmente pelas abelhas, podem ser responsaveis pelas variacoes encontradas, e

mereceriam uma melhor exploracao e atencao das pesquisas futuras.

3.13 Cromatografia a gas dos compostos volateis

A prépolis também é constituida por substancias volateis, em maior ou menor
quantidade, dependendo da resina da qual a abelha se utiliza na sua constituigao.
Estas substancias foram analisadas por cromatografia gasosa, sendo possivel identi-

ficar a presenca de um conjunto diverso de componentes (Fig. 23).

Os dados demonstram que nao ha uma proximidade clara, entre o perfil de
seus componentes e as proporgdes em que estao presentes, mesmo para amostras
da mesma espécie. Com relacao a origem, somente alguns dos materiais provenien-
tes de um mesmo produtor apresentaram proximidade dos constituintes e suas
quantidades, o que é observado para M. mondury (OR2) e M. quadrifasciata (OQ3)
de Cotia (O), e de S. xatotricha (SX) e S. bipunctata (SB) de Jacui (S).

Assim, o conjunto de compostos volateis variou quantitativamente, e qualita-
tivamente entre as amostras, mesmo quando provenientes do mesmo produtor. A
fracao volatil de amostras de propolis difere com relacao a origem geografica
(BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014; OLEGARIO et al., 2019), impactando a per-
cepcao organoléptica e a aparéncia visual das amostras (KASKONIENE et al,, 2014).

A composicao de volateis do presente estudo indicam que os grupos de dife-
rentes colmeias, mesmo quando presentes em um mesmo meliponario talvez ex-
plorem de maneira desigual as fontes de materiais vegetais disponiveis na regiao,
resultando na diferenca de proporcao de componente de cada amostra (Fig. 23),
observacao similar ao que é encontrado para as abelhas meliferas (BANKOVA; PO-
POVA; TRUSHEVA, 2014; ISIDOROV et al,, 2016).
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Figura 23: Mapa de calor da composicao obtida por cromatografia a gas, acoplada a espectro-
metria de massas (CG-MS) para os compostos volateis obtidos por hidrodestilacao de amostras
de prépolis de Meliponini. As siglas utilizadas correspondem as espécies nominadas, como in-

dicado pela Tabela 1.

Os componentes majoritarios das amostras compreendem a classe de terpe-
nos, principalmente mono e sesquiterpenos (Fig. 23). Esses grupos de compostos
também sao preponderantes em estudos da propolis de Apis (FERNANDES et al,
2015; OLEGARIO et al,, 2019), assim como compostos das classes de alcoois e aldei-
dos (KASKONIENE et al,, 2014).

E ressaltada a presenca de cariofileno (Fig. 24-C), 8-cadineno, espatulenol
(Fig. 24-G), a-copaeno, aromadendreno, e Q-trans-bergamoteno (PARK; ALENCAR;
AGUIAR, 2002; BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014; OLEGARIO et al., 2019). Para
a propolis verde de Minas Gerais também sao mencionados os compostos neroli-
dol, B-cariofileno (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014; LAVINAS et al., 2018). To-
das essas moléculas mencionadas foram obtidas em maiores ou menores quantida-

des para as amostras estudadas (Apéndice B).

B o O -6

Alfa-pineno Terpineol Cariofileno 3,4-Dimetil-heptano Cedrol

e

4,5-dimetilnonadecano

HO

Espatulenol

Figura 24: Formula molecular dos principais componentes das amostras estudadas. As nomea-

¢oes sem destaque seguem as normas estabelecidas pela [UPAC.

Os compostos mencionados também sao caracteristicos da prépolis

de M. quadrifasciata, além de estarem presentes em outras espécies de Meliponini
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(BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014; POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2019). Es-
tudos mais recentes ainda indicam a presenca em menor proporcgao de a-cubebe-
no, a-pineno (Fig. 24-A), a-muuruleno, B-selineno, y-muuruleno, B-bisaboleno, y-
cadineno, e a-curcumeno (FERNANDES et al., 2015). Todos esses compostos, tam-
bém estiveram presentes (Fig. 25) nos 6leos volateis do conjunto de amostras deste

estudo (Fig. Apéndice B).

Abundance
: Total lon Chromatogram (TIC) BQ5

9000000

8000000 s
rd -
7000000

Alfa-cubeben¢ K
6000000 N
Alfa-pineno

Alfa-mudruleno :
5000000 |
4000000 @
3000000 |

9126 /
2000000 /

1.0
1000000 m 6. 7411

L I} I i

O = ‘ \\‘\\\\‘\\\\/_Y_Y_Y_Y_'_Y_Y_Y_Y_'_Y_Y_Y_Y_'_Y_Y_Y_Y_'_Y_Y_Y_Yi
10 00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Figura 25: Cromatograma de M. quadrifasciata (BQ5) com os principais compostos identificados

que sao comuns aos 6leos volateis dessa espécie.

Entretanto, a propor¢ao correspondente a cada composto foi altamente vari-
avel entre as amostras. Disparidades dentro da mesma espécie podem ser observa-
das, como por exemplo os compostos presentes singularmente na prépolis verme-

lha de Apis que parecem ser mais especificos desse produto (RIGHI et al., 2011;
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HERRERA-LOPEZ et al., 2019) e que nao sao abrangentemente encontrados em ou-

tras propolis.

Notadamente também estao a presenca de terpineol (Fig. 24-B), monoterpe-
no que de grande propor¢ao nas amostras de Sao Paulo (meliponério B), assim
como a-cariofileno (Fig. 24-C), é quase onipresente nas amostras estudadas. Foi
também observada a presenca dos alcanos ramificados 3,4-dimetileptano (Fig. 24-

D) e 4,5-dimetilnonadecano (Fig. 24-F), nas amostras de Cotia (meliponicultor O).

Estudos mais abrangentes com os componentes volateis de Apis, indicam
uma grande propor¢ao de pinenos (Fig. 24-A) como majoritarios para propolis ver-
de, proveniente do Brasil, correspondendo a cerca de 50 % das amostras (KASKO-
NIENE et al,, 2014). Esse resultado tem uma boa correspondéncia com a proporgao
desse composto obtido para as coletas realizadas no produtor O, nas quais cerca de
40 % dos 6leos é constituida por esse terpenoide. Todavia, esses valores sao muito

variaveis entre as outras amostras, independentemente da origem ou da espécie.

O cedrol (Fig 24-E) foi um composto identificado somente algumas das
amostras de M. quadrifasciata (BQ4 e OQ2), assim como M. flavolineata (EF) e S. bi-
punctata (AB), similar ao que ja foi observado para M. quadrifasciata e Plebeia re-
mota (SUREK et al.,, 2021). Este composto é mais amplamente obtido em o6leos es-
senciais de coniferas dos géneros Cupressus e Juniperus (NCATS, 2021). Essa cate-
goria de composto também foi obtido anteriormente para Apis, em que os autores
sugerem que no cenario brasileiro, espécies do género Araucaria podem fornecer
resina vegetal rica neste composto (BANKOVA et al., 1996), assim como prépolis de
regides temperadas costumam ser ricas em componentes de Pinaceae (EROGLU;
ACAR; KEKECOGLU, 2021). Esses dados sugerem que as abelhas de um mesmo me-
liponario devem explorar grupos de plantas diferentes como fontes de resina, e que
possivelmente as abelhas também sejam capazes de coletar resina desses géneros

de plantas.

Observacoes em campo da coleta de material resinoso sao mais laboriosas
de serem observadas, principalmente por ocorrerem no dossel da vegetacao nativa
(BANKOVA et al.,, 2019). Assim, poucos aspectos do comportamento de coleta de re-
sina empregada em prépolis sao conhecidos (REGNIER, 2021). Entretanto, a compo-
sicao quimica pode ser utilizada como indicadora das fontes exploradas pelas abe-

lhas (SAWAYA et al., 2009). Fatores como a interacao ecoldgica das diferentes es-
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pécies de abelhas também podem ser responsaveis por diferencas no padrao ob-
servado. Com os dados obtidos neste estudo ha a indicacao de que as abelhas ex-
ploram de maneira desigual as fontes vegetais, mesmo pertencendo a um mesmo

produtor, e que nao ha um comportamento altamente especialista de coleta.

Apesar de ser extensamente mencionado que a composigao da propolis
apresenta cerca de 10 % de 6leos volateis (PIETTA; GARDANA; PIETTA, 2002; KOSA-
LEC et al., 2004; SCHELLES et al., 2021; DAMODARAN, 2021), esse valor se mostrou
extremamente discrepante do que foi observado para as amostras deste trabalho,
tendo em vista que foi obtida uma proporcao muito inferior ao valor estipulado.
Contudo, os resultados obtidos se aproximariam muito do teor documentado por
Woisky e Salatino (WOISKY; SALATINO, 1998) em que a fracdo massica (w) é cerca
de 0,5 %.

3.14 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de mas-
sas (CG/EM) dos extratos fracionados de hexano e diclo-
rometano

3.14.1 Extrato fracionado de Diclorometano

O extrato fracionado de diclorometano das amostras analisadas, apresentou
uma alta proporcao, mas baixa riqueza de compostos, se comparada aos outros ex-
tratos (Fig. 26). Ha pouca proximidade das coletas de uma mesma regiao, com exce-
cao de M. mondry (OR4) e M. quadrifasciata (OQ3) de Cotia (O) que apresentaram
baixa proporcao de compostos identificados. Com relacao a espécie existe ainda

uma menor proximidade.

Os compostos com maior frequéncia entre amostras foram: glicerol (Fig. 26,
Fig. 27—A) e o acido desidroabiético (Fig. 26, Fig. 27—B). Esses dois compostos apre-
sentaram uma importancia muito grande nas amostras oriundas do Guaruja (A), e
nao estiveram presentes somente nas amostras de M. quadrifasciata de Cotia (O).
De forma genérica, a composicao obtida é muito diferente do que foi previamente
documentado para prépolis vermelha de Apis, por exemplo (RIGHI et al., 2011), e

apesenta pouca relagao com este género.
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Para esse extrato fracionado também é importante destacar a presenca de
acido desidroabiético (Fig. 27—B) nas amostras de M. marginata (AM) e M. quadrifas-
ciata (OQ2) (Fig. 26), principalmente por sua recente descoberta como um compos-
to antibacteriano contra algumas cepas bacterianas (NETO et al., 2015). O que pode-
ria explicar a presenca de atividade biologica para extratos apolares de prépolis e/
ou envolvendo a cera de abelhas (KACANIOVA et al., 2012; LIU et al., 2016).

| T T T T T
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8.73 8.08 Acido isopimarico

10.66 o-Amirina
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5.53 Acido p -cumérico
10.86 o-Amirenona
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Figura 26: Mapa de calor da composicao obtida por cromatografia a gas, acoplada a espectro-
metria de massas (CG-MS) para o extrato fracionado obtido com diclorometano de amostras de
propolis de abelhas sem-ferrao. A coloracgao das barras indica a porcentagem relativa. As siglas

utilizadas correspondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

Os componentes: a-amirina (Fig. 26, Fig. 27—C) e lupenona (Fig. 26,Fig. 27—E)
que foram previamente mencionados como presentes nas propolis de Melipona
(DUTRA et al., 2019), estiveram presentes nas amostras de Cotia (O). Esses compos-
tos também sao comumente descritos nas fragdes apolares de Apis (RIGHI; NEGRI;
SALATINO, 2013; MACHADO et al., 2016; DA SILVA et al, 2019). A composicao da
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fracao cloroférmica de Apis, é predominantemente de acidos graxos (DUTRA et al,
2019), e por se tratar de um solvente de polaridade semelhante ao diclorometano,
seria de se esperar que a composicao das amostras desse estudo fossem semelhan-
tes. Todavia, nao foi obtida a presenca desses compostos para o extrato fracionado
em diclorometano. Mesmo assim, nas amostras analisadas, nao foram identificados
nem acido estearico e acido galico, que apresenta presenga marcante nas propolis
de M. fasciculata (DUTRA et al.,, 2019). Portanto, a presenca desses compostos pode

ser algo caracteristico dessa espécie, e nao um aspecto abrangente ao género.
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o-Amirina
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Figura 27: Principais compostos obtidos pela biblioteca NIST nos extratos fracionados de diclo-

rometano das amostras de propolis de Meliponini.
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A presenga de acido p-cumarico (Fig. 27—D) (VELIKOVA et al,, 2000a; FREI-
RES et al, 2016) e amirinas (Figura 27C) (BONAMIGO et al., 2017b; FREIRES et al,
2016) sao usuais tanto para a propolis de Apis, quanto para abelhas sem ferrao, de
maneira independentemente da espécie (CELEMLI, 2013; BONAMIGO et al.,, 2017a;
LAVINAS et al., 2018). Entretanto, nas amostras estudadas, s6 foi identificada a pre-
senca desse acido (Fig. 27—D) em M. quadrifasciata de Sao Palo (BQ5). Enquanto os
isbmeros de amirina foram mais amplamente observados, principalmente nos ex-

tratos fracionados hexanicos, e na forma de B-amirina.

3.14.2 Extrato fracionado de Hexano

Para o extrato fracionado de Hexano, foi encontrada uma maior diversidade
de compostos, com a predominancia de somente alguns deles (Fig. 28). Foram obti-
das grandes similaridades entre as coletas de um mesmo produtor (Fig. 28), entre-

tanto a espécie pareceu ser mais determinante, para os agrupamentos.

Aparentemente, os compostos obtidos nesta analise sao caracteristicos da
espécie, do que da regiao de procedéncia. Isso pode ser observado pelos compos-
tos e proporcao similar das amostras de M. mondury (OR2 e OR4) e M. subnitida
(NS e KS), o que resultou no agrupamento das duas espécies (Fig. 28). As amostras
de M. subnitida sao de regioes diferentes, e ainda assim estarem agrupadas é um in-
dicio de que essa aproximagao se da principalmente pela espécie da abelha e nao

pela regiao.

As classes de compostos responsaveis pelos agrupamentos compreendem
triterpenos, diterpenos acidos graxos e alcanos, componentes com origem predo-
minante da cera. Como esse produto tem sua composi¢cao majoritariamente deter-
minada pela variabilidade genética e metabolismo da abelha (MORGAN, 2004), além
de mais facilmente solubilizado no extrato apolar. Seria esperado que a espécie e o

género de abelha seja mais determinante de sua composigao.

Para a amostra de M. subnitida (NS e KS), cicloartenol (Fig. 28-16 29A), B-ami-
rina (Fig. 28-34) e lupenona (Fig. 28-25 27E) sdo os compostos majoritarios, sendo
uma composicao muito proxima do que ja foi descrito para a espécie (FREIRES et
al., 2016). Havendo o agrupamento dessas amostras, pelo teor e presenca desses

compostos mesmo em amostras de localidades diferentes (Fig. 28).
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A presenca de acido hexadecanoico (Fig.28-11, e 29F) na amostra de M. mon-
dury é importante, tendo em vista que esse composto ja foi documentado para ou-
tra espécie do mesmo género (DUTRA et al., 2019). Além deste, a presenga de acido
isopimarico (Fig.28-12, e 29B), e heptadecano (Fig.28-23), foram marcantes para a

propolis dessa espécie.
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Figura 28: Mapa de calor da composicao obtida por cromatografia a gas, acoplada a espectro-
metria de massas (CG-MS) para o extrato fracionado hexanico de amostras de prépolis de abe-
lhas sem ferrao. A coloracao das barras indica a porcentagem relativa no extrato. As siglas utili-

zadas correspondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.

Contudo, nao foi identificada a presenca de acido octadecanoico de maneira
ampla nas amostras de Melipona, como previamente mencionado para M. fascicu-

lata (DUTRA et al.,, 2019). Da mesma maneira, a presenca de alcanos como tricosano,
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pentacosano e heptacosano, presentes no extrato hexanico da cuticula das abelhas
campeiras de M. marginata (FERREIRA-CALIMAN et al., 2010), nao foram obtidos
na amostra de propolis de M. marginata ou mesmo como compostos amplamente
presentes nas amostras de Melipona deste estudo. Entretanto, como mencionado
para na analise dos hidrocarbonetos (item 3.12), compostos com esse intervalo de
cadeia carbonica foram obtidos. Assim, estudos mais amplos precisam ser feitos
para que possam ser comparados mais profundamente hidrocarbonetos das pro-

polis e das cuticulas das abelhas.

Para a propolis de Scaptotrigona é documentada como marcante a presenga
de acidos organicos e terpenos (AKATSU; SOARES, 2009; SAWAYA et al., 2009). Os
dados obtidos corroboram essas indicagdes, tendo em vista a presenca de glicerol
(Fig. 26,27—A, e 28—20), Cicloartenol (Fig. 28—16 e 29—A) e alcenos de cadeia longa,

como nonadec-1-eno (Fig. 28-1 e 29—E).

A B i
J\\A Z\;f;
OH HO

Cicloartenol o . .
Acido isopimarico

(OIS N N N N N N N N N PPN

Triacontan-1-ol

Etanoato de triacontila

E /\/\/\/\/\/\/\/\/\
Nonadec-1-eno
(0]

F Ho/“\/\/\/\/\/\/\/\

Acido hexadecanoico

Figura 29: Principais compostos indicados pela biblioteca NIST no extrato fracionado de hexa-

no dos extratos dos géneros Scaptotrigona e Melipona.
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Ha também a indicagao de lupenona (Fig. 26, 27—E, e 28—25), em todas as
amostras de Scaptotrigona do Guraruja (A), e também presente em algumas amos-
tras de Melipona. Esse composto € mencionado como presente nas propolis de Me-
lipona (DUTRA et al., 2019), e sua presenca em Scaptotrigona nao é tao extensamen-
te documentada (PEREIRA; BICALHO; NETO, 2003).

Nas amostras de Melipona, predominaram acido isopimarico (Fig. 28—12 e 29
—B) e acido desidroabiético (Fig. 28—10 e 27—B), componentes também presentes
na extracao das ceras (topico 3.11) e este Gltimo também esteve presente no extrato
fracionado de diclorometano. A presenca de isémeros de acido pimarico e acidos
terpénicos foi previamente documentada para Tetragonula carbonaria (MASSARO
et al,, 2011). A contribuicao desses compostos para os extratos fracionados apolares

de Melipona também parecem ter grande importancia.

Em Apis, comumente nos extratos em hexano sao documentadas a presenca
de alcanos, dlcoois, e ésteres sobretudo de cadeia longa (STREHLE et al., 2003; RIG-
HI et al,, 2011; OLEGARIO et al,, 2019). Nos extratos hexanicos das amostras analisa-
das foram observados etanoato de triacontila (Fig. 29—D), nonadec-1-eno (Fig. 29—
E), acido hexadecanoico (Fig. 29—F), e triacontan-1-ol (Fig. 29—E) indicando, portan-
to, que ésteres, alcenos, acidos graxos, e alcoois de cadeia longa também sao en-

contrados nas propolis das abelhas sem ferrao.

3.15 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a es-

pectrometria de massas (CLAE/EM)

Tendo em vista que o foco deste trabalho foi avaliar o perfil quimico das
amostras, verificando o grau de afinidades entre as espécies e o ambiente no qual
foram coletadas, nao foram apresentados aqui os espectros de massas das substan -

cias encontradas.

As amostras apresentaram maior semelhanca pela origem geografica do que
pela espécie de abelha. Isso pode ser observado pelas amostras vindas de Jacui (SB
e SX), principalmente pela presenca de derivados de kaempferol (Fig. 30). Assim
como as de M. quadrifasciata (OQ2, OQ3, BQ4, BQ5), que foram agrupadas quanto &
origem (Fig. 30).
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A presenca de flavonoides, e compostos derivados de acido cafeico sao mar-
cantes em proépolis da Europa. Para préopolis de origem tropical usualmente é ob-
servada uma maior preponderancia de acidos fendlicos e seus derivados prenilados
(SALOMAO et al.,, 2008; BACHEVSKI et al.,, 2020). Entretanto, para propolis de Meli-
ponini brasileiras € documentado que a presenca de compostos prenilados nao é
tao marcante (SUREK et al,, 2021). O que é confirmado pelas amostras estudadas
(Fig. 30).

Dentre os acidos, o p-cumarico é o acido fendlico mais predominante em
amostras da Lituania (LIAUDANSKAS et al,, 2021). Entretanto, nas amostras analisa-
das, o acido p-cumarico nao foi identificado, apesar de varios outros acidos fenoli-

cos estarem presentes na maioria das amostras (Fig. 30).

Usualmente € mencionado que a propolis brasileira nao apresenta altos teo-
res de acido cafeico (AKHIR; BAKAR; SANUSI, 2018). Mesmo que a predominancia
de compostos fendlicos tenha sido alta, a composicao obtida para as amostras tam -
bém nao indica uma ampla presenca desse acido (Fig. 30), identificado somente
para uma amostra de M. quadrifasciata proveniente da regiao de Cotia (OQ3). Usu-
almente, sao encontrados altos teores de compostos fendlicos na prépolis de Apis,
inclusive como componentes majoritarios (BANKOVA et al., 1994). Isso também foi

observado para as amostras de Meliponini aqui estudadas.

A utilizagao de abordagens similares leva principalmente a identificagao da
presenca de a-amirina na propolis (HALIM et al., 2012). Entretanto, com os dados
aqui obtidos, esse composto € mais amplamente observado como componente do
material volatil, e presente mais intensamente nos extratos fracionados apolares
dos extratos. Assim, a presenca desse composto foi mais profundamente discutida

nos topicos 3.13 e 3.14.

Nas proépolis verdes de alecrim-do-campo é registrada uma maior presenga
de acidos fendlicos ao ser comparada com a presenca de flavonoides (MARCUCCI
et al,, 2021). Nos dados deste estudo, essa relagdo nao parece ser condizente, tendo
em vista que ha um certo equilibrio entre a proporgao desses dois componentes,

principalmente se incluidas as moléculas glicosiladas (Fig. 30).
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Kaempferol-3-Glucuronideo
Kaem pferol-3-Rhamnosideo
Kaempferol-7-O-Neohesperidosideo
Luteolina

Miricetina

Narigenina

Neodismina

Peltatosideo

Florizina

Pinocembrina
Quercetagenina

Quercetina
Quercetina-3-O-glicose-6"-acetato
Mequelianina

Espiraeosideo

Acido Quinico

Acido Retinoico
Rhamnetina

Riboflavina
Riboflavina-5-monofosfato
Acido Rosmarinico

Sinapoil malato

Acido Sinaptico

Taxifolina

Tilirosideo

Vitexina

Figura 30: Mapa de calor obtido a partir da extracao bruta etandlica para as amostras de Meli-

ponini estudadas, por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia. As siglas utilizadas cor-

respondem as espécies nominadas, como indicado pela Tabela 1.
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A presenca de kaempferida, flavonoide mencionado como tipico da prépolis
brasileira (MARCUCCI et al., 2021), foi marcante para as amostras de M. quadrifasci-
ata (OQ2, OQ3, BQ4, BQ5) independente de sua origem, assim como para a amostra
de M. flavolineata (EF). Isso pode estar associado a uma preferéncia da espécie ou
mesmo a uma grande fidelidade na exploracio de certas fontes vegetais (EROGLU;
ACAR; KEKECOGLU, 2021).

Se faz importante comentar que na composi¢cao do mel de M. flavolineata
também da regido amazoénica, predomina a quercetina entre os flavonoides (OLI-
VEIRA et al, 2012), ao passo que na amostra dessa espécie (EF), nao obtivemos a
identificacao desse composto. A presencga de quercetina é marcante em S. bipunc-
tata proveniente da regido Norte do Parana (SUREK et al., 2021), enquanto das amos-
tras analisadas neste trabalho (EF, AB e SB), somente a proveniente de Minas Gerais
(SB), apresentou esse composto, indicando que alguns aspectos regionais podem

impactar a composicao da propolis.

A presenca de acido rosmarinico nao é tao amplamente observada para
amostras de propolis, mas esteve presente em estudos comparativos de subespéci-
es de Apis sp. (EROGLU; ACAR; KEKECOGLU, 2021). As amostras de M. quadrifascia-
ta(0OQ2, OQ3, BQ4, BQ5), M. marginata (AM) e S. postica (YP) foram as que principal-

mente tiveram esse composto identificado em sua composicao.

Com todo o conjunto de dados, foi elaborada uma analise de componentes
principais visando identificar os grupos de compostos mais determinantes sobre a
composicao das propolis (Fig. 31). Observa-se que um grande namero de compos-
tos se situam ao centro do grafico, indicando que esses estao mais uniformemente

distribuidos entre as amostras (Fig. 31).

Aquelas com composi¢ao mais diversa sao as provenientes de M. quadrifas-
ciata (OQ2, OQ3, BQ4, BQ5) independente da origem, principalmente pela presenca
de flavono6is como derivados de isorhamnetina e kaempferol, além da presenca de
derivados de vitaminas do complexo B (Fig. 31). [soramnetina, ramnetina e querceti-
na sao compostos que tem sua presenca sendo confirmadas na prépolis brasileira
desde os anos 2000 (ANJUM et al., 2018). Alguns deles sao mais preponderantes em
propolis provenientes de determinadas localidades do mundo, como, por exemplo,
a presenca marcante de isoramnetina em prépolis provenientes da Turquia (EROG-
LU; ACAR; KEKECOGLU, 2021).
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Uma diversidade intermediaria foi encontrada para M. mondury (OR2), S. tu-
biba (AT), S. postica (YP), e S. xanthotricha (AX), que sao diferenciadas das outras

principalmente pela presenca de vitamina A (Acido retinoico) (Fig. 31).
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Figura 31: Anélise de componentes principais (PCA) para os principais grupos de compostos ob-

tidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tanto a cromatografia a gas (3.11), quanto a liquida indicaram a presenca de
vitamina A e B em algumas amostras estudadas. Apesar de nao serem os compostos
mais abundantes, a presenca de vitaminas é relatada para a proépolis (BITTEN-
COURT et al, 2015; ANJUM et al, 2018; POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ,
2019; KHLEIFAT et al., 2021). Também ja foi documentada a presenga de vitaminas
do complexo B em amostras de propolis de abelhas do género Trigona (MULYATI et
al, 2021), e maiores teores de vitaminas também parecem estar associadas com

uma melhor atividade cicatrizante da prépolis (ANJUM et al., 2018).

89



Como a principal fonte de resina vegetal da propolis verde brasileira corres-
ponde a exploragcao de ramos jovens de Baccharis dracunculifolia, a presenca de
terpenos, lignanas, derivados prenilados de acido p-cumarico assim como acetofe-
nonas e flavonoides sao muito marcantes (BITTENCOURT et al,, 2015; ZHAO et al,,
2017). O que observamos é que a composi¢ao das propolis de Meliponini apresenta
grandes variagdes, muito possivelmente associada com a exploragao de outros gru-
pos vegetais, compondo um arranjo ainda mais diverso. Mesmo quando em um
mesmo ambiente, Apis e membros de Meliponini ndo costumam explorar as mes-
mas fontes vegetais de resina. Entretanto, existem algumas exce¢des, como indica-

do para Mangifera indica (POPOVA et al.,, 2021).

Os compostos galangina (Fig. 32—B), apigenina (Fig. 32—C) e kaempferol (Fig.
32—F), foram obtidos nas amostras (Fig 30), sendo moléculas mencionadas como
muito comum nas prépolis verde de Apis, (DAMODARAN, 2021), em conjunto com
os flavonoides crisina, quercetina e pinocembrina e pinobanksina compdem o gru-

po de compostos mais representativos em prépolis no mundo (HUANG et al., 2014).

Além desses, a presenca de Artepilina C (Fig. 32—D) é extensamente mencio-
nada para a propolis verde de Baccharis dracunculifolia (CAMPOS; ASSIS; BERNAR-
DES-FILHO, 2020), entretanto, das amostras estudadas, somente M. marginata do
Guraruja (AM) e as amostras de M. quadrifasciata de Minas Gerais (BQ4 e BQ5) esse
composto foi identificado (Fig.30). Esse € um componente utilizado como marcador
da fonte vegetal para a propolis de Apis, e neste caso, depredemos que para Meli-
ponini esse nao € um composto tao determinante da composicao quimica. Aspecto
também destacado por outros autores (SUREK et al., 2021). Com relagdo a composi-
cao da propolis de Meliponini, a presenga de acido cinamico, galico e cafeico foram
reportados para as prépolis de Tetragonisca angustula (ZHAO et al, 2017). Além
disso, para a propolis de alecrim-do-campo os acidos fendlicos sao bem mais pre-
ponderantes e diversos ao ser comparada com a composicao de flavonoides (MAR-
CUCCI et al,, 2021). Grande frequéncia de acidos fendlicos também é algo estranha-
mente comum para as propolis provenientes de regides tropicais, principalmente
devido ao acesso das abelhas a uma diversidade vegetal muito grande (CELEMLI,
2013; MARCUCCI et al., 2021). Contudo, um baixo teor de acidos fendlicos foi identi-

ficado nas amostras estudadas (Fig. 30).
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Os flavonoides, catequinas, morina e quempferol sdo os mais comuns em
propolis de Meliponini (ZHAO et al.,, 2017). Os dados obtidos corroboram essa infor-
magao, principalmente com compostos associados a kaempferol (Fig. 32-F). Apesar

de nao ter sido identificada a presenca de morina nas amostras.
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liquida de alta eficiéncia através de comparacao com os padroes e analise de espectro de mas-

Sas.

Na literatura também ha indicacoes de que na prépolis de M. subnitida ha

uma presenca marcante de 7-O-metilnarigenina (ZHAO et al., 2017). Esse composto
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nao foi identificado nas amostras trabalhadas (Fig. 30), e ainda foram pouco usuais a

presenca de flavonoides metilados.

Nao sao amplamente encontrados compostos glicosilados, principalmente
mono e diglicosideos, embora aclcares sejam frequentemente encontrados na
propolis (CELEMLI, 2013). Contudo, nas amostras analisadas, foram obtidos com-
postos com glicidios associados (Fig. 33). O que vem sendo mais frequentemente
identificado para prépolis provenientes de regides tropicais, com fontes vegetais
mais diversas (RISTIVOJEVIC et al., 2018).

A indicacdo da presencga desses compostos é até certo ponto esperada do
ponto de vista da polaridade considerando que flavonoides glicosilados apresentam
maior solubilidade em solventes polares (AGUIAR et al,, 2007). Ainda que a presen-
ca desse composto seja tida como rara em prépolis (MARCUCCI et al,, 2021). Isso €
atribuido principalmente ao fato de enzimas salivares das abelhas possam ser capa-
zes de hidrolisar os compostos, separando esses dois componentes (CELEMLI, 2013;
ALANAZI et al.,, 2021). Entretanto, ainda nao foram obtidas evidéncias contundentes
dessa transformacao quimica (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2018; ALANAZI et
al., 2021). O papel que os microrganismos presentes na prépolis podem apresentar
nesse processo também é pouco conhecido, entretanto, a capacidade de bactérias e

fungos de alterar alguns desses compostos ja foi identificada (AGUIAR et al.,, 2007).

A presenca de Genisteina (Fig. 30), uma isoflavona, para as amostras de
M. subnitida (NS e KS) é extremamente importante, tendo em vista que esse grupo
de compostos sao importantes marcadores quimicos de Fabaceae. O uso de resinas
dessa familia de plantas para composicao da propolis de Apis ja é reconhecido
(BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2018). No caso das abelhas sem ferrao, essa fami-
lia de plantas tem grande importancia na composicao do pdlen (BISUI; LAYEK;
KARMAKAR, 2019), e observagdes da coleta de resina por alguns membros de Scap-
totrigona e Teragonisca ja foram mencionados anteriormente (AKATSU; SOARES,
2009; REGNIER, 2021). Entretanto, neste estudo ha uma indicacao nova de que Me-

lipona também pode explorar a resina de Fabaceae para compor a proépolis.
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Figura 33: Flavonoides glicosilados presentes nas amostras de propolis.

A atividade antioxidante de acidos fendlicos é inversamente proporcional ao
tamanho da entalpia de dissociacao das ligacoes O-H presentes no nacleo aromati-

co em um ambiente pouco polar (KUREK-GORECKA et al., 2014). Desse modo, o au-
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mento de hidroxilacoes associadas a nicleo benzénicos apresenta maiores ativida-
des antioxidantes, tal como as hidroxilagdes do acido cafeico, promovem uma ativi-
dade antioxidante mais intensa do que ao ser comparada com o acido p-cumarico
(KUREK-GORECKA et al., 2014). Na propolis, compostos com alto namero de hidro-
xilagdes em nucleos benzénicos costumam ser comuns, e isso confere a esse pro-
duto uma intensa atividade antioxidante, como se pode perceber nos compostos
obtidos nas amostras analisadas (Fig. 33). Esses aspectos serao mais profundamente

discutidos na secao seguinte (3.16).

3.16 Analise de atividade Antioxidante

3.16.1 Atividade sequestradora de radical DPPH*

Dependendo da metodologia de extracao sao observadas diferencas entre
amostras (DAMODARAN, 2021). Estudos preliminares da atividade antioxidante in-
dicam que existem fatores-chave que afetam a composicao da propolis, e, também
podem influenciar os resultados para as propolis de Meliponini. Alguns deles sao: a
espécie de abelha, a zona geografica, a composicao vegetal local, estacao de produ-
cao da propolis, momento da coleta, assim como método de extracao (AKHIR;
BAKAR; SANUSI, 2018). E apontada também uma correlacao alta entre os contetidos
de flavonoides ou de fendis totais, e os resultados de DPPH devido a maiores con-
centracdes desses compostos resultam em maior atividade antioxidante (COTTICA

et al,, 2011).

Alguns meliponicultores mencionam que produzem cosméticos como hi-
dratantes e saboes a partir da porcao da propolis solavel em matrizes oleosas. Além
disso, a propolis é classificada como um antioxidante forte (JASPRICA et al., 2007).
Sendo, portanto, importante explorar a atividade antioxidante de maneira ampla,
incluindo as fragdoes apolares das amostras, podendo identificar o potencial antioxi-
dante obtido para essas outras formas de extracao (BITTENCOURT et al, 2015; LI-
AUDANSKAS et al., 2021).

Foram obtidas variacoes consistentes entre os extratos de uma mesma
amostra (Fig. 34). O comportamento para a atividade antioxidante até mesmo para
os materiais da mesma espécie foram muito diferentes. De maneira geral, os extra-

tos brutos etanolicos (Bet), os extratos fracionados de acetato de etila (Ae) e etanol
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(Et) apresentaram as maiores atividades antioxidantes (Fig. 34). Ao passo que a mai-
oria dos extratos fracionados de hexano (Hx) e diclorometano (Dm) apresentaram

baixa atividade.

O mecanismo do procedimento com DPPH se baseia na presenca de molé-
culas doadoras de hidrogénio no extrato que reagem com radical DPPH (BITTEN-
COURT et al., 2015). Com isso, o grupo reconhecido como principal responsavel
pela atividade antioxidante em prépolis para essa metodologia sao os compostos
fenodlicos (CELEMLI, 2013; HUANG et al., 2014; GRANATO et al., 2018). Extracoes com
solventes polares sao os mais adequados para a obtengao dessa classe de compos-
tos, sendo o etanol o solvente mais indicado para a extracao de prépolis (MARTI-
NOTTL RANZATO, 2015). Com isso, é esperado que fra¢des gradualmente mais po-
lares apresentem maior atividade antioxidante por essa abordagem, o que é obtido
para a maioria das amostras estudadas (Fig. 34 e 35). Como as diferencas obtidas en-

tre as curvas de dose resposta dos extratos de M. subnitida do produtor K (KS).
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Figura 34: Curvas de dose resposta para o extrato de M. subnitida do produtor K, com intensa
atividade antioxidante. Estao representadas as curvas dos extratos brutos etandlicos (Bet), e os

extratos fracionados de etanol (Et), acetato de etila (Ae), diclorometano (Dm), e hexano (Hx).
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Alguns autores mencionam ainda que a porcentagem com melhor rendi-
mento desses compostos esta na proporgao de etanol-agua contendo 70% ou mais
etanol (CUNHA et al,, 2004). Enquanto a utilizagcao de outros solventes como gliceri-
na ou propileno glicol sdo mais usuais na indastria farmacéutica e cosmética (MAR-
TINOTTI; RANZATO, 2015), solventes de polaridade intermediéaria como acetato de

etila, diclorometano e cloroférmio, sao mais utilizados em fins de pesquisa.

Os valores obtidos para o indice de ICs, reforcam o padrao observado anteri-
ormente, nas quais os extratos de solventes apolares apresentam menor atividade
antioxidante (Fig. 35). De modo que os extratos fracionados de hexano e diclorome-
tano apresentam menor atividade antioxidante ao serem comparadas com os ex-
tratos fracionados de etanol, acetato de etila ou mesmo o extrato bruto etandlico,
fato ja previamente mencionado na literatura (AKHIR; BAKAR; SANUSI, 2018; DO
NASCIMENTO et al., 2019; DAMODARAN, 2021). Usualmente, extracoes usando sol-
ventes mais polares a diversidade de compostos fendlicos é maior (POPOVA;
TRUSHEVA; BANKOVA, 2019; HOCHHEIM et al., 2020), sendo esperada uma maior

atividade.

Porém, foi observada a presenca de alguns acidos fendlicos, que apresentam
atividade antioxidante no extrato fracionado de hexano e diclorometano pela cro-
matografia gasosa (item 3.14) o que poderia explicar a consistente atividade encon-
trada para o extrato fracionado hexanico das amostras de S. bipunctata (SB) e S.
postica (YP) (Fig. 35—A), assim como o diclorometanico de S. xanthotricha (SX) e
M. sunitida (NS e KS) (Fig. 35—B). Em alguns casos, extra¢des de produtos naturais
com solventes de polaridade intermediaria também apresentam altos indices de
atividade antioxidante (PRAKASH et al., 2020).

Compostos como acido clorogénico, e antocianidinas sao relatados como
componentes com favorecida atividade antioxidante para a metologia de DPPH
(TUNGMUNNITHUM et al., 2018). Contudo, nao foi identificada a presenca desses
componentes nos extratos pela cromatografia liquida (Fig. 30). No extrato bruto
etandlico, os compostos fendlicos, principalmente flavonoéis foram predominantes
(Fig. 30), o que poderia explicar a intensa atividade obtida nesse extrato da maioria

das amostras (Fig.35—E).
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Figura 35: Valores de ICs, obtidos para o método de DPPH* em amostras de prépolis e Melipo-
nini de acordo com o solvente utilizado na extracao: A — Hexano B — Diclorometano, C — Ace-
tato de etila, D — Etanol, E — Extracao bruta etandlica. As cores se referem ao meliponario de

origem. As cores utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

A localizacao das amostras influenciou pouco a atividade antioxidante por
DPPH. A espécie de abelha pareceu ter mais relacao com a atividade obtida (Fig. 35).
No entanto, as amostras de Cotia (O) (Fig. 35—cor verde) apresentaram uma afinida-
de crescente com a reducgao da polaridade do solvente do extrato. O que poderia
indicar um certo grau de influéncia regional na atividade antioxidante. Com relacao
a composicao desses extratos, a cromatografia gasosa revelou a presenga unanime
de acido isopimarico, e desidroabitético nas amostras desse produtor (Fig. 28). O fe-
némeno de agrupamento de amostras de um mesmo produtor também foi obtido
para Apis e em Meliponini (PEREIRA; BICALHO; NETO, 2003).

E reconhecido que a prépolis de Apis é composta principalmente por com-
postos fendlicos, sobretudo flavonoides e dcidos fendlicos, que sao moléculas for-
temente antioxidantes (JASPRICA et al., 2007). Compostos identificados como pre-
sentes nas amostras na analise de cromatografia liquida (item 3.15). Portanto, é es-
perado que uma maior atividade antioxidante seja obtida para extratos mais pola-
res. Especialmente pela maior solubilidade dessa classe de composto no grupo de

solventes polares.

Existe uma boa consisténcia entre o extrato bruto etandlico e o extrato fraci-
onado etandlico (Fig. 35—D e E). Desse modo, valores similares foram obtidos para a

mesma amostra quando tratada diretamente com etanol (Fig. 35—E), ou mesmo
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apods extracdes sucessivas com outros solventes (Fig. 35—D). O extrato bruto eta-
noélico € uma abordagem importante em estudos com propolis principalmente por
ser o método de extracao com objetivo comercial mais comum (MARTINOTTI;
RANZATO, 2015).

Além disso, existem diversas abordagens utilizadas na extragao bruta, princi-
palmente com relacao a proporcao de etanol—agua. Usualmente as varia¢des reco-
mendadas ficam entre 70 e 100% de etanol, havendo alteracao do rendimento entre
elas (PEREIRA; BICALHO; NETO, 2003; BANKOVA et al.,, 2019) e a atividade biolégica
(CAMPOS; ASSIS; BERNARDES-FILHO, 2020). A consisténcia obtida entre os méto-
dos de extragao com etanol € um novo indicativo de que os compostos que sao ca-
pazes de promover maiores atividades antioxidantes sao mais facilmente extraidos

com esse do que com os solventes de menor polaridade.

Os valores de ICso usualmente mencionados para prépolis pela metodologia
de DPPH fica em torno de 7,5 ng/mL (KHLEIFAT et al., 2021). Em nossos resultados,
algumas das amostras apresentam atividade antioxidante ainda maior para os ex-
tratos em hexano de S. bipunctata (SB) e S. postica (YP) (Fig. 35—A) e para a amostra
de M. subnitida (NS) com a extragdo bruta etandlica (Fig. 35—E) que apresentam,
respectivamente 0,73, 1,1, 0,013 ng/mL. Para as outras amostras e formas de extra-
cao, os valores sao superiores ao mencionado, indicando uma baixa atividade utili-

zando esse parametro (Fig. 35).

Outras avaliacoes da atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico de
M. quadrifasciata apresentaram valores de ECso entre 28.9 e 60.91 ug/mL, enquanto
o extrato bruto etandlico atinge cerca de 21.7 ug/mL para a metodologia de DPPH
(BUDOIA, 2019). O intervalo aqui obtidos foi bem maior do que os mencionados
(entre 0,98 e 328,43 ug/ml), indicando uma atividade antioxidante mais variavel
(Fig. 36). Além do fato de ter sido obtido um intervalo de atividade mais intenso
para o extrato de etanol, com valores de 0,86 a 33,35 ug/mL, ao ser comparado ao

extrato bruto etanélico que apresentou de 0,98 a 328,43 ug/mL (Fig. 36).

3.16.2 Atividade sequestradora do radical ABTS*

Pelo método de atividade sequestradora do radical ABTS, um padrao similar

ao obtido para o método DPPH pdde ser encontrado (Fig. 36). Os extratos fraciona
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Figura 36: Valores de ICso obtidos para o método de ABTS em amostras de prépolis de Melipo-
nini de acordo com o solvente utilizado na extracdo: A — Hexano B — Diclorometano, C —Ace-
tato de etila, D — Etanol, E — Extracao bruta etandlica. As cores se referem ao meliponario de

origem. As cores utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

dos polares, especialmente de etanol (Fig. 36-D) e de acetato de etila (Fig.36-C)
apresentaram os melhores indices de ICs. De maneira que o gradual aumento de
polaridade resulta em uma redugao do valor, indicando o aumento da atividade an-

tioxidante para a maioria das amostras (Fig. 36).

Para as amostras provenientes do Guaruja (Fig. 36—Vermelho) o extrato bru-
to etandlico (Fig. 36—E) apresentou menor atividade antioxidante ao ser comparado
com a extracao etandlica (Fig. 36). Em geral, diluicoes seriadas sao capazes de pro-
mover uma melhor separacao dos componentes e consequentemente promover
diferentes respostas. Para esse grupo de amostras, a sequéncia de solventes pareceu
ter um efeito mais eficiente para separacao dos componentes que apresentam ati-
vidades antioxidantes. Contudo, nao foi observado esse feito de maneira tao pro-

nunciada para a metodologia de DPPH (Fig. 35).

E reconhecido que a prépolis de Apis é composta principalmente por com-
ponentes fendlicos, notadamente flavonoides e acidos fendlicos, que sao moléculas
fortemente antioxidantes (JASPRICA et al., 2007). Esse grupo de compostos foi am-
plamente identificado como presentes nas amostras na analise de cromatografia

liquida (item 3.15). Portanto, é esperado que uma maior atividade antioxidante seja
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obtida para extratos mais polares (Fig. 36-D e E). Acima de tudo pela maior solubili-

dade desse grupo de composto nesse solvente.

Outros autores encontraram melhores atividades antioxidantes para os ex-
tratos com polaridade ainda maior, ao utilizar maiores proporcoes de agua na ex-
tracao com etanol (COTTICA et al., 2011; LIAUDANSKAS et al., 2021). Ao passo que
outros pontuam que extra¢cdes com maior proporgao de etanol exibiram maiores
atividades biolégicas (CUNHA et al,, 2004). Com os dados aqui apresentados, com-
parando-se os extratos mais apolares com os extratos mais polares, o aumento de
polaridade levou a um aumento generalizado da atividade antioxidante, de modo
que os valores necessarios para atingir 50% da atividade gradualmente se reduzem.
Esse efeito ocorre principalmente para as amostras de propolis de Melipona e de

maneira independente da origem (Fig. 36).

E importante notar que os solventes mais apolares (diclorometano e hexano)
apresentaram os valores mais baixos que os obtidos na metodologia com DPPH,
portanto, indicando maior atividade antioxidante. O método de ABTS é utilizado
por sua amplitude de detecgao de compostos antioxidantes tanto hidrofilicos quan-
do hidrofébicos, como vitamina E, e carotenoides (RE et al., 1999). De modo que este
é um ensaio mais responsivo para sistemas hidrofébicos (APAK et al.,, 2016). Dessa
forma, a maior amplitude de deteccao que essa metodologia apresenta pode ser
responsavel pelos resultados de maior atividade antioxidante para os extratos pou-

co polares.

Desde os anos 2000, alguns estudos vém demonstrando que os extratos
apolares de Apis podem conter carotenoides (KUREK-GORECKA et al., 2014), além
dos terpenoides em sua composicao (HUANG et al,, 2014), e assim, apresentam um
potencial de atividade antioxidante maior (ELLISON, 2016). Tendo em vista que al-
guns extratos apolares possuem reduzidos valores de ECso, podem estar presentes
compostos como os mencionados. Ainda que pelas cromatografias nao tenha sido
identificada a presenca especificamente de carotenoides nas amostras deste estu-
do, foi observada a presenga de vitamina A (item 3.15), o que poderia estar relacio-
nado com o padrao de atividade antioxidante observado. Considerando que princi-
palmente essa vitamina apresenta consistente atividade antioxidante em multiplos

testes, inclusive o ABTS (PALACE et al.,, 1999).

103



Ao examinar a figura 30, M. mondury (OR2), M. quadrifasciata (OQ2 e OQ3) e
M. flavolineata (EF) possuem em sua propolis, acido retinoico, mas apresentaram al-
tos valores de ICso portanto baixa atividade antioxidante (Fig. 36). Os extratos de
acetato de etila, fragao metandlica e extrato etanélico bruto mostraram o alto poder
antioxidante de M. subnitida (NS e KS). De acordo com as identificacoes em
CLAE/massas, essa espécie de Mossor6 apresentou riboflavina e riboflavina-5-mo-
nofosfato em sua constituicao, além de varias substancias fenélicas (Fig. 30). Desse
modo, com essa metodologia também ha uma consisténcia da atividade entre
amostras provenientes de uma mesma espécie de maneira mais consistente do que

a obtida para a analise com DPPH (item 3.16.1).

O potencial antioxidante apresentou grandes variagdes entre os extratos fra-
cionados apolares das amostras. O material proveniente da mesma espécie, porém
de produtores diferentes apresentaram grandes flutuac¢oes (Fig. 36-A a C). Especial-
mente para M. quadrifasciata, em que somente a amostra BQ4 apresentou alta ativi-
dade antioxidante no extrato de hexano, enquanto as outras amostras da mesma
espécie, incluindo a que é proveniente do mesmo meliponario, nao apresentaram a
mesma intensidade de atividade para esses extratos (Fig. 36-A). Além da disparidade
de atividade antioxidante, a variacao de composicao entre as amostras de M. qua-

drifasciata desse produtor, foi demonstrada pela cromatografia a gés (Fig 28).

Essas variagoes de acao antioxidante entre amostras de mesma origem tam-
bém foram observadas para estudos envolvendo Apis (TEIXEIRA et al., 2005; HER-
RERA-LOPEZ et al.,, 2019; FERREIRA et al,, 2019). Os quais atualmente continuam a
trazer a discussao sobre como as abelhas se comportam em um mesmo ambiente,
nao necessariamente explorando as mesmas plantas como fonte de resina estando

em um mesmo produtor (POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2019).

Comparando-se os dois géneros estudados, observamos que para a maioria
dos extratos provenientes de Scaptotrigona, a atividade antioxidante foi menor ao
ser comparada com os valores obtidos para Melipona (Fig. 36). Esses dois géneros
compreendem abelhas muito distintas morfologicamente (MICHENER, 2007). Dife-
rengas essas que impactam diretamente o alcance de voo (ARAUJO et al., 2004; SIL-
VA; RAMALHO; ROSA, 2021), e possivelmente o conjunto vegetal que pode ser utili-

zado como fonte de resina. Assim, essa menor capacidade de exploracao, pode afe-
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tar a composicao e consequentemente se refletir em uma menor atividade biologi-

ca dos extratos.

Os resultados obtidos para a metodologia de ABTS (Fig. 36) foram ligeira-
mente diferentes do que foi observado para a de DPPH (Fig. 35). O método de ABTS
€ mais amplamente utilizado para aferir a capacidade antioxidante da prépolis de
Apis (BANKOVA et al., 2019). Contudo, alguns autores afirmam que o DPPH é mais
adequado por sua maior estabilidade e solubilidade ao ser comparado com ABTS,
promovendo resultados mais confiaveis sobre a atividade antioxidante total do ex-
trato (JASPRICA et al,, 2007). Entretanto, além da capacidade de interagir com com-
ponentes hidrofilicos e hidrofébicos, assim como ter sido utilizado em compostos
puros ou extratos alimentares complexos (RE et al,, 1999), a metodologia com radi-
cal ABTS fornece uma boa relagdo com o contetido total de compostos fendlicos
(FLOEGEL et al., 2011). Esse conjunto de caracteristicas possibilita identificar ativida-
de antioxidante de compostos nao facilmente evidenciada pela metologia de DPPH.
O que poderia explicar os valores de DPPH mais altos do que os de ABTS, especial -
mente para os extratos pouco polares (Fig. 36-A e B). Além da maior atividade para

as amostras com maior teor de compostos fendlicos de diferentes grupos (Fig. 31).

Contudo, restringir a mensuracao da atividade antioxidante a um tGnico mé-
todo nao € indicado, justamente pelas caracteristicas de cada uma das metodologias
favorecerem a presenca de alguns compostos. Sendo assim, sao recomendados ao
menos duas abordagens para essa avaliacao (LIAUDANSKAS et al,, 2021). Com os
dados aqui obtidos isso é reforcado, principalmente pela diferenca da intensidade
de atividade obtida entre as amostras, de modo que o grupo de amostras com me-

lhor atividade difere, dependendo da abordagem utilizada (Fig. 35 e 36).

Os dados obtidos sao coerentes com os apresentados previamente na litera-
tura, em que ha uma abrangéncia de valores de ECs, entre 9,5 até 13,5 ug/mL (DOS
SANTOS et al,, 2017a; PEIXOTO et al., 2021) para extratos etandlicos. Os valores sao,
até certo ponto, correspondentes com a metodologia de ABTS, principalmente para
as amostras de M, quadrifasciata de Sao Paulo (BQ4 e BQ5), M. subnitida indepen-
dentemente da origem (NS e KS), e M. mondury (OQ2 e OQ3) de Cotia (Fig. 36-E).
Ainda com relacao a M. quadrifasciata, o poder antioxidante do extrato fracionado
etanolico foi de 0,08 ng/mL e 10,59 ng/mL, respectivamente, para as amostras de

Sao Paulo BQ4 e BQ5. As amostras de Cotia, apresentaram uma agao antioxidante de
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1,95 ng/mL e 6,87 ng/mL, respectivamente, para OQ2 e OQ3. Entretanto, apenas os
extratos etandlicos brutos de M. quadrifasciata do produtor de Sao Paulo, mostrou
alto poder antioxidante, com valores de 4,56 ng/mL e 8,09 nug/mL (Fig. 36-D e E). M.
quadrifasciata do produtor de Cotia, apresentaram baixo poder antioxidante, com

valores de 32,83 ug/mL e 35,22 ng/mL, respectivamente, para OQ2 e OQ3 (Fig. 35-E).

Se faz importante mencionar que para os extratos brutos etandlicos de Cotia,
uma menor atividade foi observada, sendo necessarios entre 32.83 até 35.22 ng/mL
para os mesmos resultados (Fig. 36-E). O que poderia ser uma influéncia das dife-
rencas de rendimento dos extratos, tendo em vista que apresentaram uma grande
proporcao de compostos mais apolares como terpenoides (item 3.15), que nao estao
presentes em uma proporgao tao alta no extrato fracionado etandlico, devido ao

fracionamento de solventes apolares se dar anteriormente.

Via de regra, propolis provenientes de regides tropicais tem demonstrado
maiores atividades biologicas, representando o impacto da diversidade vegetal
(MARTINOTTI; RANZATO, 2015). Neste estudo também podemos observar que as
varicoes entre amostras de mesma espécie, mas de diferentes regides também
apresentam grande diversidade de composicao (Fig. 36), o que também pode ser
reflexo da biodiversidade presente nessas regides do mundo, alterando a composi-

cao de maneira local também.

3.16.3 Capacidade de Absorcao de Radicais Oxigenados
(ORAC)

Nessa abordagem, o ganho de area temporalmente representa a presenca de
compostos antioxidantes, assim quando maior o valor de area relativa ao controle,
melhor capacidade antioxidante do extrato (GILLESPIE; CHAE; AINSWORTH, 2007).

Para essa metodologia foram observadas diferentes respostas antioxidantes.
Para o extrato em hexano é encontrada uma alta atividade para as amostras prove-
nientes do Guaruja (A) e de Sao Paulo (B) (Fig. 37-A), enquanto as de Cotia (O) apre-

sentam uma menor atividade para quase todas vindas deste produtor.

Dentre os extratos, a menor atividade antioxidante é observada para a extra-
cao com diclorometano (Fig. 37-B). Em contraste a isso, é possivel notar que geral-

mente as amostras mais polares apresentam melhores atividades antioxidantes,
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sendo o extrato bruto etandlico que apresentou maior intensidade de atividade (Fig.
37-E).
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E importante notar que as amostras do Guaruja (A) apresentaram baixa ativi-
dade antioxidante pelas outras duas metodologias adotadas (Fig. 35 e 36). Contudo,
no extrato de hexano as amostras do Guaruja (A) e de Sao paulo (B) apresentaram
um ganho consistente, cerca de 50% da area, para o periodo analisado (Fig. 37-A).
Esse fato enfatiza as variacoes que podem ser observadas pelos métodos aqui ado-
tados. Essas discrepancias entre as abordagens sao esperadas, tem em vista que nao
existe uma Unica metodologia capaz de refletir a totalidade da capacidade antioxi-
dante principalmente de misturas complexas como a prépolis (APAK et al.,, 2016;
GRANATO et al,, 2018). Usualmente, ORAC é uma metodologia muito sensivel, capaz
também de responder a carotenos (BARBOSA et al., 2019). O teor mais acentuado de
vitaminas lipofilicas com atividade antioxidante (Fig. 30), além da presenca de com-
postos como terpenos (OKINCZYC et al., 2021) nessas amostras pode ter sido res-

ponsavel pelos resultados obtidos.

Ainda que a metodologia de ORAC nao seja diretamente aplicavel para iden-
tificar a atividade antioxidante de amostras com grande contetdo de compostos li-
pofilicos, adaptagdes com DMSO sao adequadas para analises de carater explorato-
rio (PRIOR et al., 2003). Essa metodologia também é relevante principalmente pelo
uso de radicais livres biologicamente importantes, além de ser capaz de integrar
tanto a intensidade quanto o tempo da reacdo antioxidante (BISBY; BROOKE; NA-
VARATNAM, 2008; ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009).

A metodologia do ORAC é baseada na transferéncia de atomos de hidrogénio
(em inglés, abreviada como HAT) (BISBY; BROOKE; NAVARATNAM, 2008), e quando
utilizada em valores de pH fisiolégicos pode simular o estado de reagdes que ocor-
rem no ambiente celular (COMERT; VURAL, 2018). Contudo, é uma metodologia que
envolve aparelhos caros, apresenta grande variabilidade de resultados entre equi-
pamentos, alta interferéncia do pH utilizado para reacao, além de requerer um
tempo consideravel para suas analises (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009). Algu-
mas variagoes com relagao ao tempo de armazenamento das amostras também pa-
recem ter certo grau de influéncia nos resultados obtidos por essa metodologia
(MARTINOTTI; RANZATO, 2015).

Ja as metodologias de DPPH e ABTS se baseiam na transferéncia de elétrons
(em inglés, abreviado como ET) eliminando os radicais livres e resultando em um

panorama diferente (LIAUDANSKAS et al., 2021). Desse modo possuem como van-
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tagem a simplicidade, a disponibilidade, e estabilidade dos reagentes no processo,
assim como a reprodutibilidade, podendo ser aplicados em uma vasta gama de
concentracoes, e ainda sim, obter resultados consistentes. Contudo, eles sao mais
indicados para determinar a atividade antioxidante de alimentos ou de amostras bi-
ologicas (COMERT; VURAL, 2018). Todavia, a escolha dessas duas abordagens nao

sao adequadas para analises de peroxidacao lipidica, por exemplo.

As amostras de M. subnitida apresentam atividade muito alta em quase todos
seus extratos (Fig. 37), de maneira independente de sua origem. A presenca de uma
gama muito grande de compostos fendlicos, principalmente acidos fendlicos foi
documentada para a prépolis dessa espécie (DE SOUZA et al., 2018). O que também
foi verificado para essas amostras na analise da cromatografia liquida (topico 3.15).
Esses compostos apresentam grande atividade antioxidante quando analisados com
o ORAC (COMERT; VURAL, 2018). O que pode ser responsavel pela magnitude de

resultados obtidos para estas amostras em estudo.

A presencga de compostos antioxidantes e de antimicrobianos é extrema-
mente relevante para a indstria de alimentos e que atualmente promovem a utili-
zacgao da propolis devido ao seu potencial de atrasar a oxidagao lipidica assim como
o aumento do tempo de conservacao de produtos alimentares (GRANATO et al,
2018; SULAEMAN; NUSA; MARLIYATI, 2021).

A analise do mel de abelhas sem ferrao de diferentes regides da Malasia, in-
dicam que as caracteristicas fisico-quimicas, a composicao e as atividades antioxi-
dantes ja eram discrepantes dos valores obtidos para Apis mellifera, e que os acidos
organicos seriam bons marcadores regionais (SHAMSUDIN et al,, 2019). Também
foram obtidos dados que indicam padroes de atividade antioxidante muito diferen-
tes dos obtidos para Apis. Tanto pelo aspecto de composi¢ao das amostras (t6picos
3.5 e 3.15), quanto pela intensidade de atividade antioxidante observada para os ex-

tratos apolares das propolis.

3.17 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi analisada através de curvas de crescimento, e de

impacto dos compostos sobre a producgao de biofilme.
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3.17.1 Crescimento de Pseudomonas aeruginosa PA14

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram negativa presente em diver-
sos ambientes naturais, tanto terrestres quanto aquaticos. E uma bactéria de com-
portamento oportunista que infecta um grande nimero de seres vivos incluindo
seres humanos. A cepa PAl4 apresenta alta viruléncia, sendo um dos grupos clonais
mais amplamente distribuido no planeta apresentando grande importancia médica
(MIKKELSEN; MCMULLAN; FILLOUX, 2011).

3.17.1.1Extratos brutos etanélicos

A partir da analise dos extratos brutos etandlicos sobre a cultura de P. aerugi-
nosa PAl14 foi possivel obter variacoes de efeitos entre as amostras de propolis,
principalmente entre as oriundas de uma mesma regiao (Fig. 38). Com as amostras
do Guaruja (Produtor A), é notavel que todas apresentaram redugao do crescimento
bacteriano. Desse produtor, ha ainda uma atividade mais acentuada para as propo-
lis de S. tubiba (AT) e S. bipunctata (AB) (Fig. 38-A).

Foi obtida uma atividade inibitéria mais promissora para as amostras de
S. bipuncatata independente da origem (AB e SB) (Fig. 38—A e B). A inibi¢do ocorre
ao final da fase /og, afetando principalmente o namero de células na fase estaciona-
ria, sendo esse efeito observado para as duas amostras dessa espécie, mesmo pro-
venientes de produtores diferentes (Fig. 38—A e B). Os extratos brutos etandlicos
dessa espécie também apresentaram acentuada atividade antioxidante para a me-
todologia de ABTS (Fig. 36) e ORAC (Fig. 37). Usualmente, os extratos etandlicos, sao
acompanhados de uma maior concentracao de compostos fendlicos, e coinciden-
temente apresentam propriedades antibacterianas mais intensas (BOUZAHOUANE

et al,, 2021). Fato que pdde ser verificado neste estudo.

Das amostras estudadas de Jacui (S), a de S. xanthotricha (SX) foi a que me-
nos apresentou atividade antibacteriana (Fig. 38—B). Relativamente similar ao ob-
servado para a amostra da mesma espécie do Guaruja (AX) (Fig. 38—A). S. xanthotri-
cha apresentou baixa atividade antioxidante pela metodologia de DPPH, e ativida-
des intermediarias tanto para a metodologia com ABTS (Fig. 36) quanto para a de
ORAC (Fig. 37). Essa espécie tem ganhado espago por sua promissora producao de

mel (AGUIAR, 2012), além de ser muito importante para estudos genéticos e evoluti-
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vos com relacao ao género Scaptotrigona (CUNHA et al., 2021). Todavia, poucas in-
formacoes estao disponiveis com relacao a atividade biolégica de sua prépolis. O
que é observado pela técnica utilizada é que essa espécie apresenta um efeito anti-
bacteriano sutil ao ser comparado a algumas das outras espécies desse género (Fig.
38—A e B).
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Figura 38: Curva de crescimento pela analise de densidade dptica (DOgoo) da cultura de Pseudo-
monas aeruginosa PAl4 ao ser exposta aos extratos brutos etanélicos de prépolis de Meliponini.
A — Amostras do Guaruja (Produtor A). B — Amostras de Jacui (Produtor S). C — Amostras de Sao
Paulo (Produtor B). D — Amostras de Cotia (Produtor O). A regido sombreada das linhas repre-
senta o intervalo de confianga de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Ta-
bela 1.

A baixa atividade contra P. aeruginosa é esperada de uma forma geral, tendo
em vista que notadamente propolis apresenta um efeito reduzido sobre bactérias
Gram-negativas (COSTA et al,, 2021; PEIXOTO et al., 2021). Essa é uma espécie de

bactéria Gram-negativa, que acomete principalmente individuos imunologicamen-
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te comprometidos, e apresenta grande importancia em relacao a resisténcia a anti-
biéticos nos Gltimos anos (SANTOS, 2018). E altamente dispersa ambientalmente,
com carater oportunista, e alta adaptabilidade. Essa capacidade se deve principal-
mente ao seu extenso e complexo genoma, que possibilita grande resisténcia in-
trinseca a antibiéticos, além da expressao de fatores de viruléncia (SANTOS, 2018). A
grande diversidade de rotas bioquimicas faz com que essa espécie seja muito resis-
tente aos tratamentos com antissépticos e antibidticos (SILVA et al, 2019), e esse

efeito parece se estender para a propolis.

O meliponario de Sao Paulo (B), apresentou consistentes diferencas entre as
amostras (Fig. 38-C). Enquanto BQ4 apresenta uma reducao do crescimento bacte-
riano desde a quinta hora do experimento, a amostra BQ5 exibe uma reducao de
estabilizacao da cultura somente apds a 17.* hora do experimento (Fig. 38-C). Por-
tanto, ainda que oriundas da mesma espécie e do mesmo produtor, ha variagoes da
resposta da cultura bacteriana para a presenca do extrato. Essa analise é considera-
da valiosa, justamente por aumentar a compreensao de varia¢des localmente ob-
servadas (DUTRA et al.,, 2014). Ao comparar esses resultados com os obtidos para as
amostras de M. quadrifasciata de Cotia (OQ2 e OQ3) (Fig.38-D), as primeiras apre-
sentaram pouco efeito sobre o crescimento bacteriano para P. aeruginosa. Além
disso, alguns autores ja obtiveram que as propolis de M. quadrifasciata podem
apresentar de pouca a moderada atividade contra cepas de P. aeruginosa e outras
bactérias Gram-negativas (RUBINHO et al.,, 2019). Complementando os dados obti-
dos neste estudo. Além disso, variagoes entre as colmeias com relacao a composi-
cao (HERRERA-LOPEZ et al., 2019), assim como diferentes interacdes com bactérias
(DE PAULA et al., 2021) é algo reconhecido, porém nao é um aspecto muito explora-
do.

Para a amostra de S. postica (YP) encontramos uma significativa redugao do
crescimento bacteriano a partir da décima hora de exposicao ao extrato bruto eta-
nolico da amostra (Fig. 39-A). Indicado pelo periodo no qual ndo ha sobreposicao

dos intervalos de confianca entre as curvas.

A prépolis de S. postica vem sendo investigada com relacao a sua atividade
contra micro-organismos de maneira mais intensa nos Gltimos anos. Recentemente
alguns experimentos com amostras de prépolis dessa mesma espécie e produtor

indicaram promissora atividade antiviral contra cepas de Herpes simplex (COELHO
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et al., 2015; POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2019), e mais recentemente de rubéola
(COELHO et al,, 2018). Ja neste estudo o extrato bruto etandlico de S. postica foi res-
ponsavel por uma atividade antimicrobiana notavel ao ser comparada com as ou-

tras amostras.
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Figura 39: Curva de crescimento pela analise de densidade 6ptica (DOgo0) de Pseudomonas ae-
ruginosa PAl4 ao ser exposta aos extratos brutos etandlicos de propolis de Meliponini. A —
Amostra de S. postica (Produtor Y). B — Amostras de M. flavolineata (Produtor E). C — Amostra
de M. subnitida (Produtor N). D — Amostra de M. subnitida (Produtor K). A regido sombreada
das linhas representa o intervalo de confianga de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao in-

dicado pela Tabela 1.

A prépolis de S. postica também apresentou efeito inibidor sobre alguns tu-
mores, contudo, existe uma grande dependéncia de concentracao sobre o resulta-
do obtido (ARAUJO et al., 2009). Os autores ainda pontuam que a presenca de diter-

penos e triterpenos, assim como a presenca de flavonoides atuando sinergicamen-
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te, ou mesmo isoladamente, podem ser responsaveis pelas atividades bioldgicas
observadas (ARAUJO et al., 2009).

Com relacao a composicao, observamos que a amostra de prépolis de
S. postica nao apresentava um grande nimero de compostos nos extratos apolares
(item 3.11), mas possui compostos fendlicos no extrato Bruto etandlico (item 3.15).
Esse extrato também apresentou consistente atividade antioxidante para os trés
métodos utilizados (secao 3.16), possivelmente associada com essa presenca de-
compostos fendlicos no extrato. Assim, os dados aqui obtidos corroboram as infor-
magoes presentes na literatura de que maior teor desses compostos pode culminar

em uma maior atividade biolégica.

Analisando os resultados obtidos para a amostra de M. flavolineata (EF), ha
um efeito incipiente, com as curvas de crescimento correspondendo aos valores
obtidos para o controle (Fig. 39—B) sendo um padrao muito similar ao observado
para as amostras de M. subnitida de Mossord, também houve pouco impacto no
desenvolvimento da cultura bacteriana tanto do produtor urbano (NS) (Fig.39—C),
quanto para a amostra rural (KS) (Fig.39—D), estando muito préximos ao observado
para o controle. Sao utilizadas duas principais formas de classificacdo dos efeitos de
compostos sobre bactérias. Efeitos bactericidas sao aqueles que dificultam a sobre-
vivéncia e o estabelecimento de bactérias, mesmo quando em condi¢gdes ambien-
tais e meio favoraveis ao seu crescimento (SILVA et al., 2011), enquanto compostos
com efeito bacteriostatico dificultam o estabelecimento de culturas bacterianas
(TOSI et al., 2007).

Em suma, as amostras de S. bipunctata (AB) do Guraruja (Fig. 38—A), M. qua-
drifasciata de Sao Paulo (BQ) (Fig. 38—C), e S. postica (YP) de Barra do Corda (Fig. 39
—A) foram as mais efetivas na reducao do crescimento de P. aeruginosa. Contudo,
as amostras apresentaram efeitos bacteriostaticos, de modo que ocorreu principal-
mente atraso do desenvolvimento bacteriano, e/ou uma redugao da capacidade de

suporte (representada pelo nimero maximo de bactérias) da cultura.

Com o surgimento de cepas resistentes aos antibioticos atuais vém crescen-
do o interesse por produtos de origem natural que possam substituir essas molécu -
las em algumas de suas aplicagcdes. Desse modo o emprego de propolis como com-
ponente adjuvante no tratamento de infeccoes tem se tornado uma possibilidade

(COSTA et al., 2021; SCHELLES et al.,, 2021; SOUZA, 2021). As principais formas de re-
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sisténcia parecem ter surgido com diferentes mecanismos, como os de inativacao
enzimatica, mutacao do sitio alvo, assim como por efluxo dos farmacos atualmente

empregados nos tratamentos (SANTOS, 2018).

Usualmente, quadros de UGlceras cutaneas sao propensos a infec¢ao por bac-
térias Gram-positivas comuns na pele como Staphylococcus aureus, e de algumas
Gram-negativas como P. aeruginosa e E. coli (COSTA et al., 2021). A prépolis pode
ser empregada nesse quadro visando conter o desenvolvimento bacteriano e a pio-
ra do quadro infeccioso (SANTANA et al., 2012). Utilizando-se os dados aqui obtidos
para inferir a atividade das amostras nessas aplicacoes, o efeito que poderia ser es-
perado com uso das amostras estudadas seria uma ligeira redugao ou o atraso do

desenvolvimento bacteriano para esse quadro.

Outros autores obtiveram que para culturas de P. aeruginosa as propolis de
Melipona parecem ser mais efetivas do que as provenientes de Scaptotrigona e Apis
(FARNESI et al,, 2009). Entretanto, os dados apresentados indicaram uma certa ati-
vidade para o mesmo nimero de amostras de cada género, mesmo que a atividade
mais intensa tenha sido para obtida para uma das quatro amostras de M. quadrifas-
ciata, também é importante ressaltar que as outras trés dessa espécie obtiveram
efeito menos acentuado, portanto, nao parece ser uma generalizacao clara e so-

mente determinada pela espécie.

A atividade da propolis é geralmente colocada como moderada para P. aeru-
ginosa (COSTA et al,, 2021). Tendo em vista a complexidade do genoma dessa es-
pécie, assim como a adaptabilidade desse organismo, é de certa forma esperada
que a atividade da propolis possa variar muito entre linhagens desse organismo as-
sim como para amostras diferentes. Alguns autores ainda pontuam que a prépolis
pode apresentar atividade contra patégenos Gram-negativos (KUJUMGIEV et al.,
1999; DOS SANTOS et al.,, 2017a), mas que geralmente é bem menos ativa do que ao
ser comparada com sua atividade contra cepas de bactérias Gram-positivas (CAM-
POS; ASSIS; BERNARDES-FILHO, 2020; HOCHHEIM et al., 2020). Havendo, possi-
velmente, impacto da propolis principalmente com relacao a estrutura da parede
bacteriana (BUENO-SILVA et al,, 2017). No entanto, a composicao diferenciada das
células de bactérias Gram-negativas, que possuem uma parede de peptidoglicano
acrescida de uma membrana externa rica em lipopolissacarideos, dificulta a lise

dessas bactérias ao serem expostas aos extratos (COSTA et al., 2021).
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Em alguns casos as amostras parecem ter promovido aumento do cresci-
mento bacteriano (Fig. 38-D). Todavia, isso nao se deve necessariamente ao um es-
timulo de crescimento gerado pela presenca do extrato. E reconhecido que a pre-
senca de compostos com atividade antimicrobiana em concentragoes subinibito-
rias pode levar ao aumento do crescimento bacteriano, principalmente pela forma-
cao de biofilmes (RANIERI; WHITCHURCH; BURROWS, 2018).

3.17.1.2  Atividade sobre o crescimento de P. aeruginosa

pelas extracoes fracionadas
Os efeitos observados para os extratos das amostras de S. bipunctata do Gua-
ruja (AB) foram muito baixos (Fig. 40—A), contudo, para as prépolis da mesma es-
pécie de Jacui (SB), os extratos sao moderadamente ativos, sendo o de hexano o

mais proeminente (Fig. 40—C).

Essa diferenca é relevante, tendo em vista que usualmente, os estudos com
propolis, quando abordam extratos apolares, realizam parti¢oes a partir de extratos
etanolicos (SANTOS et al,, 2002; ELBAZ; ELSAYAD, 2012), e nao realizando extracoes
diretas com solventes apolares. Assim, essa descoberta se complementa ao que
vem sendo documentado de que componentes da cera de Apis possuem atividade
antibacteriana (KACANIOVA et al,, 2012), e antioxidante (MARTINELLO; MUTINELLI,
2021). Os dados obtidos também indicam que isso pode ocorrer para extratos apo-
lares das proépolis de Meliponini. Propriedades antimicrobianas para compostos
apolares, como os terpenos também vem sendo apontadas mais recentemente
(DOS SANTOS et al., 2017a). Em alguns casos, compostos diterpénicos da prépolis se
mostraram ativos contra Staphylococcus aureus (BANKOVA et al., 1996). Neste estu-
do podemos apontar que os compostos presentes em extratos de solventes apola-

res também parecem afetar P. aeruginosa, mesmo que de maneira reduzida.

Para S. xanthotricha, é possivel notar a variagao encontrada entre as amostras
de diferentes produtores (Fig. 40—B e D). Enquanto todos os extratos das amostras
provenientes de jacui (SX) apresentaram atividade de reducao do crescimento apés
15 horas de tratamento (Fig. 40—D), as amostras do Guaruja (AX) apresentaram pou-

co efeito sobre a cultura (Fig. 40—B).
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Figura 40: Analise do desenvolvimento pela densidade optica (DOgoo) de Pseudomonas aerugi-
nosa PA14 ao ser exposta aos extratos de hexano (Hx), diclorometano (Dm), acetato de etila (Ae)
e etanol (Et) em DMSO. Curvas de crescimento de: A — S. bipunctata do Guaruja. B — S. xantho-
tricha do Guaruja. C — S. biunctata de Jacui. D — S. xanthotricha de Jacuil. E — M. marginata do
Guaruja. F — S. tubiba do Guaruja. A regiao sombreada das linhas representa o intervalo de con-

fianca de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

Nesta analise podemos identificar a grande influéncia que a regiao de origem
da amostra pode ter sobre sua atividade biologica. Neste caso, tanto Guaruja quanto
Jacul estao localizados em regides de mata Atlantica, no entanto, as atividades (Fig.
40) e a composicao quimica (Fig. 30) indicam que isso nao significa que as abelhas
tenham acesso e/ou explorem os mesmos recursos vegetais. Por exemplo, entre as
amostras de S. xanthotricha, a de Jacui (SX) é muito mais rica em compostos fendli-
cos do que a do Guaruja (AX), que tem uma constituicao quimica muito pobre. Pro-
vavelmente, essas diferencas levaram aos diferentes resultados entre suas ativida-
des no crescimento de P. aeruginosa. Varia¢oes influenciadas pelo ambiente da col-

meia ja foram observadas para o microbioma de Tetragonula carbonaria quando
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movidas para um ambiente de monocultura (HALL et al.,, 2021). Neste trabalho obti-
vemos que a diferenca de localizacao das amostras também se reflete em diferen-

cas de composicao e de atividade.

Geralmente, é esperado que amostras de regides urbanas apresentem uma
composicao diferenciada pela restrita diversidade de fontes vegetais. Com essa res-
tricao, a propolis teria uma diversidade menor de compostos, impactando negativa-
mente sua atividade. Os resultados de S. xanthotricha quando analisada a atividade

contra P. aeruginosa, favorece essa hipotese (Fig. 40—B).

Contudo, essa inferéncia pode nao ser adequada tendo em vista que o com-
portamento e o planejamento urbano pode ser consistentemente diferente entre as
cidades. Além do pouco conhecimento existente do impacto do ambiente urbano,
principalmente porque vém crescendo iniciativas de paisagismo mais amigavel a

polinizadores (KLEINERT; SILVA, 2020).

Para a amostra de M. marginata (AM), ha uma ligeira reducao do crescimento
bacteriano sendo mais intensa para as culturas expostas aos extratos de diclorome-
tano e etanol (Fig. 40—E). Deve-se salientar que no extrato etanélico bruto desta
amostra foi detectada riboflavina-5-monofosfato (Fig. 30), que pode ter tido in-
fluéncia na sua atividade nos extratos menos polares. A extracao sequencial se
mostrou proxima dos resultados obtidos para o extrato bruto etanélico da mesma

espécie (Fig. 38—A).

Os estudos envolvendo M. marginata se concentram em outros aspectos
dessa espécie como a fisiologia (KLEINERT-GIOVANNINI; IMPERATRIZ-FONSECA,
1986), ecologia (BORGES; BLOCHTEIN, 2005), e conscientizacao ambiental (ARBOI-
TTE et al., 2021). Entretanto, ha poucos estudos que se concentrem nas atividades
biologicas. Portanto, a descoberta do padrao de atividade para o extrato de M. mar-

ginata se mostra como algo novo.

Os resultados de atividade de S. tubiba (AT) também indicam que dos extra-
tos analisados o de etanol apresentou uma reducao mais efetiva do crescimento de
P. aeruginosa, se dando principalmente apods a oitava hora do experimento (Fig. 40—
F). Usualmente é esperado que esse extrato seja o mais ativo, tendo em vista que a
atividade bacteriana é atribuida aos extratos polares das amostras pela abundancia
de compostos fendlicos (BANKOVA et al., 1996; SANTOS et al,, 2002). Contudo, nao

118



ha um padrao de atividade promissor para o emprego dessa propolis em tratamen -

tos clinicos.

Alguns autores demonstraram que extratos mais polares de prépolis de ou-
tras espécies de Meliponini, como os etandlicos ou aquosos, possuem efeito anti-
microbiano mais intenso (UMTHONG; PUTHONG; CHANCHAO, 2009). Entretanto,
neste estudo também foram observadas atividades biologicas para os extratos apo-
lares (Fig. 40—C e D).

Para as amostras de M. quadrifasciata, obtivemos variacoes dos efeitos ob-
servados para cada um dos extratos. Para as amostras de Sao Paulo (BQ4 BQ5) o ex-
trato em etanol foi mais ativo (Fig. 41—A e B). Enquanto para as amostras de Cotia
(OQ2 e OQ3) os extratos de hexano e acetato de etila, respectivamente, apresenta-
ram maior atividade dentre os estudados (Fig. 41—C e D). E importante ressaltar que
a amostra OQ2 apresenta riboflavina na constituicao de sua propolis, enquanto
OQ3 possui riboflavina e riboflavina-5-monofosfato no extrato bruto etandlico (Fig.
30), possivelmente a proporcao e presenga desse composto nos extratos pode ser

responsavel pelo padrao observado nesses extratos.

Enquanto alguns autores indicaram que somente os extratos de propolis de
M. quadrifasciata foram eficientes na redugao do crescimento de cepas de P. aeru-
ginosa ao serem comparados com Scaptotrigona e Apis (FARNESI et al., 2009). Ou-
tros observaram uma reducao moderada de cepas resistentes a antibioticos, expos-
tas a propolis verde de Apis (SANTOS, 2018), e de M. quadrifasciata em algumas cul-
turas bacterianas (VELIKOVA et al., 2000b). Neste estudo o efeito foi moderado,
com destaque para a atividade do extrato de Acetato de etila de OQ3 (Fig. 41-D). O
que pode se relacionar com a maior riqueza de compostos fendlicos desse extrato

do que o de OQ2 (Fig. 30).

Como visto na cromatografia a gas (item 3.14), essa amostra € rica em terpe-
noides, e alguns autores atribuem a presenca de di e triterpenos como responsaveis
pela atividade biolégica observada para a prépolis proveniente dessa espécie
(ARAUJO et al,, 2009). Contudo, para a concentracao aqui estudada os extratos nao

apresentaram atividade antibacteriana consistente.
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Figura 41: Analise do desenvolvimento pela densidade 6ptica (DOgoo) de Pseudomonas aerugi-
nosa PA14 ao ser exposta aos extratos de hexano (Hx), diclorometano (Dm), acetato de etila (Ae)
e etanol (Et) em DMSO. Curvas de crescimento de: A — M. quadrifasciata de Sao paulo. B — M.
quadrifasciata de Sao paulo. C — M. quadritasciata de Cotia. D — M. quadrifasciata de Cotia. E —
M. mondury de Cotia. F — M. mondury de Cotia. A regiao sombreada das linhas representa o in-

tervalo de confianga de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

A amostra de M. flavolineata (EF) apresentou uma atividade moderada para
quase todos os extratos, sendo o de hexano com maior diminuicao do crescimento
da cultura (Fig. 42—B). Ainda assim, o efeito observado pode ser considerado bacte-
riostatico para essa concentracao, tendo em vista que nao foram observadas redu-
coes drasticas do nimero de bactérias em cultura (ARAUJO et al., 2015). Esse fato
nao descarta a possibilidade de aplicacoes de extrato de proépolis. Essa amostra
apresenta na constituicao de sua prépolis, a-tocotrienol (vitamina E) e acido reti-
noico (forma oxidada da vitamina A), que sao substancias que provavelmente foram
extraidas com solvente apolar, justificando sua maior atividade no extrato hexanico.
Muitas vezes, tratamentos padrao para controle de placa bacteriana a longo prazo

sdo mais seguramente realizados com o uso de prépolis (LOPEZ-VALVERDE et al,,
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2021). Além da possibilidade da utilizacao de tratamentos ja estabelecidos em con-
junto com produtos como a proépolis. Entretanto, se faz necessario reconhecer a

atividade e os fatores que podem influenciar nos resultados dessa analise.
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Figura 42: Analise do desenvolvimento pela densidade 6ptica (DOsoo) de Pseudomonas aerugi-
nosa PA14 ao ser exposta aos extratos de hexano (Hx), diclorometano (Dm), acetato de etila (Ae)
e etanol (Et) em DMSO. Curvas de crescimento de: A — S. postica de Barra do Corda. B — M. fla-
volineata de Castanhal. C — M. subnitida da regido urbana de Mossor6. D — M. subnitida da re-
giao rural. A regiao sombreada das linhas representa o intervalo de confianga de 95%. As siglas

utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

As amostras de efeito mais acentuado sao as de M. subnitida (Fig. 42—C e D).
Nas quais as extragdes com os dois solventes mais polares apresentam uma ativida-
de mais intensa do que as amostras com os solventes mais apolares, e de maneira
independente da origem. Apesar dessas amostras apresentarem riboflavina na
constituicao de suas prépolis, sao muito ricas em compostos fenélicos (Fig. 30). No

caso dessas amostras a reducao do crescimento bacteriano se da no inicio da fase
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log, por volta da quarta hora apés o inicio do experimento (Fig. 42—C e D). Os extra-
tos polares também apresentaram intensa atividade antioxidante para a metodolo-

gia de ABTS (Fig. 36) e ORAC (Fig. 37).

Analisando os resultados obtidos com o tratamento do extrato bruto etandli-
co (Fig.39—C e D), a disparidade entre os resultados para a amostra de origem rural
(KS) e para a amostra com origem urbana (NS) é reduzida na extracao sequencial.
Ao compararmos com os resultados obtidos para a extracao bruta etandlica vemos
que o método de extragao impacta significativamente nos resultados obtidos para a
atividade. Fato previamente explorado na literatura (PIPPI et al., 2015; BITTEN-
COURT et al,, 2015; BANKOVA; TRUSHEVA; POPOVA, 2021).

Uma das grandes peculiaridades da forma de atuacao da propolis é o efeito
sinérgico de seus componentes (PIPPI et al., 2015). Com os dados apresentados para
as amostras de S. bipuncatata de Jacui (Fig. 40—C) e M. flavolineata (Fig. 42—B) ob-
teve-se que o conjunto de moléculas dos extratos apolares, apresentou melhor ati-
vidade antibacteriana, do que os componentes extraidos ao final do processo com
os solventes mais polares. Ja € bem reconhecido que o método de extracao, assim
como a regiao de origem da propolis apresentam grandes diferencas na atividade
observada (PIPPI et al.,, 2015), assim como a espécie em teste também impacta os re-
sultados (BITTENCOURT et al., 2015). Atualmente vem sendo levantadas questdes
com relacao a possivel atividade antimicrobiana dos compostos terpénicos presen -
tes na propolis (LEONHARDT, 2010). O que poderia justificar a atividade encontrada

mesmo para os extratos fracionados de baixa polaridade.

3.17.2 Crescimento de Staphylococcus aureus

Individuos adultos sao intermitentemente colonizados por Staphylococcus
aureus desde a amamentacao, e com isso essa espécie compde a microbiota da
pele, nasofaringe e em casos raros, o canal vaginal de humanos adultos e sadios
(BRASIL, 2014). Esse contato préximo com seres humanos faz a presenca dessa es-
pécie de bactéria ser comum em infeccoes cutaneas, intoxicagbes alimentares,
além de ser responsavel por alguns casos de sindrome de choque téxico (KHLEIFAT
et al, 2021).
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Recentemente algumas cepas resistentes aos tratamentos mais comuns tém
surgido, e alternativas para os compostos convencionais de controle bacteriano
tém ganhado importancia (PEIXOTO et al., 2021). Principalmente pelo fato de ser um
organismo com alta prioridade no descobrimento de compostos antimicrobianos
pela Organizacao Mundial de Satde (DE OLIVEIRA DEMBOGURSKI et al., 2018), ten-
do em vista o alto nimero de infec¢des alimentares geradas por esse organismo to-
dos os anos (LU; CHEN; CHOU, 2005).

A anélise da atividade antibacteriana das amostras provenientes do Guaruja
(A) revela que as propolis de S. xanthotricha (AX) apresentaram uma ligeira reducao
do crescimento de S. aureus, afetando o final da fase /og e da estacionaria (Fig. 43—
A).
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Figura 43:Curva de crescimento pela analise de densidade 6ptica (DOgoo) de Staphylococcus au-
reus ao ser exposta aos extratos brutos etanolicos de prépolis de Meliponini. A — Amostras do
Guaruja (Produtor A). B — Amostras de Jacui (Produtor S). C — Amostras de Sao Paulo (Produtor
B). D — Amostras de Cotia (Produtor O). A regiao sombreada das linhas representa o intervalo de

confianga de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.
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As amostras de Jacui (S) apresentaram um formato de curva similar ao obtido
para o produtor do Guaruja (Fig. 43—A), com alteracdo da fase /log do desenvolvi-
mento bacteriano (Fig. 43—B). Dentre as amostras de S. bipunctata e S. xanthotricha,

as amostras de Jacul apresentaram um efeito mais intenso.

As amostras de M. quadrifasciata de Sao Paulo (B) variaram seus efeitos sobre
a cultura bacteriana. Enquanto BQ4 promoveu um efeito mais acentuado, reduzin-
do o crescimento de S. aureus desde a décima hora do experimento, BQ5 pouco
afetou o desenvolvimento da cultura (Fig. 43—C). As amostras dessa mesma espécie,
provenientes de Cotia (O) apresentaram baixo efeito durante a maior parte do peri-
odo estudado (Fig. 43—D). A inclusdo de solo é mencionado como fator importante
que impacta a composicao e a atividade bioldgica da préopolis de M. quadrifasciata
(DOS SANTOS et al,, 2017a). Neste estudo, as amostras com maiores teores de solo
(item 2.4) foram as de M. mondury (OR2 e OR4) e M. quadrifasciata (em especial
0OQ3), ao observamos a atividade encontrada para as amostras de Cotia (Fig. 43—D) é
possivel que exista uma associacdo entre esses dois fatores dado que, embora haja
uma quantidade relativamente alta de compostos fendlicos nas propolis de M. qua-
drifasciata (Fig. 30), a proporcao final, devido ao acamulo de terra, se torna baixa,

prejudicando a atividade das amostras.

Alguns autores obtiveram que a prépolis parece ter boa atividade sobre ce-
pas isoladas de S. aureus (SANTANA et al., 2012; SANTOS et al,, 2019), ou mesmo em
testes in vivo como alternativa a métodos tradicionais para contengao do desenvol-
vimento de S. aureus em animais (SCHELLES et al., 2021). Entretanto, essas pesqui-
sas foram conduzidas com amostras de prépolis de Apis, enquanto resultados asso-
ciados com propolis de Meliponini ainda sdo mais raros. Até o momento, alguns
autores comentam que a propolis de Apis foi mais efetiva contra S. aureus quando
comparada com as prépolis de Melipona e de Scaptotrigona (FARNESI et al., 2009).
Os resultados aqui apresentados corroboram que nem todas as propolis de Melipo-

nini sao capazes de inibir o desenvolvimento de S. aureus.

Alguns autores comentam que as amostras de prépolis com maior contetdo
fendlico pareceu ter uma acao mais abrangente contra maiores nimeros de cepas
de S. aureus (REIS et al., 2021). Isso é verificado com os dados aprsesentados, tendo

em vista que os valores obtidos para as amostras de S. postica (Fig. 44—A) e M. fla-
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vonlineata (Fig. 44—B) foram quase correspondentes ao do controle negativo

(DMSO), indicando baixa atividade.
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Figura 44: Curva de crescimento pela analise de densidade 6ptica (DOsoo) de Staphylococcus
aureus ao ser exposta aos extratos brutos etandlicos de préopolis de Meliponini. A — Amostra de
S. postica (Produtor Y). B — Amostras de M. flavolineata (Produtor E). C — Amostra de M. subni-
tida (Produtor N). D — Amostra de M. subnitida (Produtor K). A regiao sombreada das linhas re-
presenta o intervalo de confianca de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela
Tabela 1.

Comparando-se as amostras de M. mondury de Cotia (Fig. 44—C), os resulta-
dos variaram entre as prépolis, de modo que OR2 tem um efeito ligeiramente mais

intenso sobre o crescimento da cultura, entretanto, de maneira nao significativa.

As duas amostras de M. subnitida (NS e KS) apresentaram efeitos muito simi-
lares sobre o desenvolvimento bacteriano (Fig. 44—D). Reduzindo o tempo de dura-
cao da fase log, além de atingir cerca de metade do nimero de células na fase esta-

cionaria quando comparada ao controle. Como discutido anteriormente, essa es-
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pécie é rica em compostos fendlicos, que podem ser os responsaveis por sua ativi-
dade.

Os efeitos bactericidas e bacteriostaticos da propolis podem ser obtidos con-
trolando-se a concentracao aplicada (ALMUHAYAWTI, 2020). Porém, alguns autores
ainda mencionam que a diferenca de concentracao do efeito bacteriostatico para o
bactericida pode ser muito grande (GRECKA et al., 2019). No presente estudo, a con-
centracao do extrato de prépolis empregada (0,5 %) pode ser considerada baixa,
tendo em vista os valores de concentracao inibitéria minima que outros estudos

apresentam.

A concentragao inibitéria minima do crescimento de S. aureus quando ex-
posto a extratos de propolis de Tetragonisca angustula é cerca de 20 %, variando
das concentracdes de 0,5 mg/mL até 2,0 mg/mL (MIORIN et al., 2003). Contudo, os
valores de concentragao inibitéria minima da prépolis sobre S. aureus € muito vari-
ante entre os trabalhos na literatura, assim como o tempo necessario para interrup -
cao do crescimento bacteriano, que pode levar até 5 dias de contato com os extra-

tos de propolis para se encerrar (REIS et al.,, 2021).

Melhores resultados antibacterianos sao obtidos por extratos etandlicos
quando comparados com extratos produzidos com proporc¢oes de dgua (CAMPOS;
ASSIS; BERNARDES-FILHO, 2020). Para Apis as propostas de padronizacao experi-
mental, recomendam a extracio em etanol (ESCRICHE; JUAN-BORRAS, 2018;
BANKOVA et al, 2019), para Meliponini essas propostas ainda sao incipientes, e a
adocao de diferentes abordagens pode ser um dos motivos pelos quais ha tanta va-

riacao entre os resultados obtidos entre os estudos.

Os potentes efeitos bacteriostaticos e bactericidas observados da prépolis
sobre culturas dessa espécie de bactéria podem ser associado com redugéo da sin-
tese de proteinas bacterianas, divisao celular (WOJTYCZKA et al., 2013), como tam-
bém se relacionar com interacdes intermoleculares de base eletrostatica (CAMPOS;
ASSIS; BERNARDES-FILHO, 2020). Os flavonoides parecem ter alguma atividade so-
bre a permeabilidade da membrana plasmatica de algumas bactérias (WOJTYCZKA
et al., 2013). Desses compostos quando isolados, os flavonoides dihidrocampferi-
deo, 3-O-metilquercetina, pinocembrina, 3-O-metilcampferol e di-O-metilquerce-
tina apresentaram boa correlacao com a atividade antibacteriana sobre culturas de

S. aureus (DE OLIVEIRA DEMBOGURSKI et al., 2018).

126



Pela complexidade e a multidirecionalidade de mecanismos de acao que as
diferentes propolis podem apresentar, o desenvolvimento de resisténcia a esse
produto pode ser complicado e improvavel de acontecer (WOJTYCZKA et al., 2013).
Isso faz os tratamentos que envolvem prépolis uma alternativa muito mais atrativa,
do que a continuidade dos tratamentos somente com os antibi6ticos tradicionais
(BRYAN; REDDEN; TRABA, 2015). Em alguns casos a prépolis tem tido atividade até
mesmo sobre cepas resistentes de S. aureus (NGALIMAT et al., 2020).

O género Staphylococcus compreendem bactérias nao esporuladas com
maior resisténcia no meio ambiente, principalmente por suportar altas concentra-
¢oes salinas e aumento de temperatura (BRASIL, 2014). Especificamente a espécie S.
aureus é uma bactéria de ampla circulacao no ambiente (WOJTYCZKA et al,, 2013).
Apresentando maior suscetibilidade, em comparacao com P. aeruginosa, as outras

propolis que nao a verde (DA CRUZ ALMEIDA et al., 2017).

O efeito da propolis parece variar entre as outras espécies do género Staphy-
lococcus (KHLEIFAT et al., 2021). Mesmo assim, esse grupo ocorre raramente em
amostras de outros produtos das abelhas sem ferrao, como o mel, por exemplo
(DIVYA et al,, 2020). Contudo, alguns autores propdoem usos conjuntos de préopolis
com os tratamentos convencionais, nos quais a propolis pode facilitar ou potencia-
lizar os efeitos de compostos antibiéticos corrigindo as propriedades farmacoci-
néticas e farmacodinamicas desses tratamentos, atingindo resultados satisfatorios

(WOJTYCZKA et al., 2013).

Existe um impacto da propolis tanto em bactérias Gram-positivas quanto ne-
gativas, entretanto, parece ter efeito menor em Gram-negativas porque a prépolis
apresenta predominancia de grupos catiénicos, e na membrana externa dessas
bactérias predominam compostos aniénicos (CAMPOS; ASSIS; BERNARDES-FILHO,
2020). Além disso, a capacidade de amostras de propolis afetarem mais bactérias
Gram-positivas do que negativas, pode residir nas enzimas hidroliticas presentes na
membrana externa das bactérias Gram-negativas, que podem ser capazes de com-
prometer a funcao que determinados componentes da prépolis (ALMUHAYAW],
2020).

Alguns autores relatam que a propolis promoveu o aumento da fase /ag em
S. aureus (SANTANA et al,, 2012), o que nao foi obtido para as amostras em estudo

(Fig. 44). Contudo, as condigdes do teste com S. aureus afetam muito os resultados,
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principalmente a composi¢ao do meio de cultura (SANTANA et al,, 2012), e em algu-
mas condi¢des, o pH (BRATKO et al.,, 2020). Considerando que os autores utilizaram
outros parametros para o teste, inclusive outro meio de cultura, essas variagoes se-

riam esperadas.

3.17.3 Crescimento de Escherichia coli

Com a cultura de E. coli a maioria dos extratos brutos etanélicos das amos-
tras estudadas nao apresentaram uma reducgao consistente do crescimento bacteri-

ano ao ser comparado ao controle de DMSO (Fig. 45).
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Figura 45: Anélise do desenvolvimento pela densidade 6ptica (DO¢o0) da cultura de Escherichia
coli ao ser exposta aos extratos brutos etandlicos das amostras ressuspendidos em DMSO. A re -
giao sombreada das linhas representa o intervalo de confianga de 95%. As siglas utilizadas cor-

respondem ao indicado pela Tabela 1.

Apesar de compor a microbiota intestinal, E. coli, assim como S. aureus, pode
apresentar comportamento infeccioso, além de produzir toxinas contaminantes de
agua e alimentos (KHLEIFAT et al., 2021). E, portanto, uma bactéria de importancia
médica com ampla dispersao ambiental. Testes das amostras de Meliponini com

Escherichia coli € importante principalmente para a amostras que incluem solo na
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elaboracao de suas propolis, por ser um local que pode conter essa espécie de bac-
téria. Neste estudo, foram utilizados para essa abordagem extratos etanélicos bru-

tos das amostras.

Para algumas das amostras do Guaruja (A) observamos uma reducao signifi-
cativa, como exibido pela amostra de M. marginata (Fig. 46—AM), na qual o efeito foi
mais proeminente de reducao da capacidade de suporte e da duracao da fase esta-

cionaria, atingindo a fase de declinio mais rapidamente.
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Figura 46: Analise do desenvolvimento pela densidade 6ptica (DOgoo) da cultura de Escherichia
coli ao ser exposta aos extratos brutos etandlicos das amostras provenientes do produtor o res-
suspendidos em DMSO. A regiao sombreada das linhas representa o intervalo de confianca de

95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

Os materiais de M. quadrifasciata vindos de Sao Paulo (B), também apresen-
taram, principalmente, reducdes da capacidade de suporte (Fig. 47), assim como re-

ducgao do nimero de individuos na fase log. O efeito foi ainda mais intenso para as
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colmeias BQ4 do que BQ5. Esses resultados contrastam com os obtidos para a mes-

ma espécie proveniente de Cotia (OQ) (Fig. 45).
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Figura 47: Anélise do desenvolvimento pela densidade 6ptica (DOeoo) da cultura de Escherichia

coli ao ser exposta aos extratos brutos etanélicos das amostras provenientes do produtor o res-
suspendidos em DMSO. A regido sombreada das linhas representa o intervalo de confianca de

95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

E. coli é uma espécie de bactéria considerada pouco vulneravel a propolis,
(BOUZAHOUANE et al., 2021), o que é condizente com a maioria das amostras estu-
dadas. Os mecanismos de resisténcia dessa espécie a agao da propolis ainda nao é
conhecido (ANIBIJUWON et al.,, 2017). Os resultados da literatura ainda indicam que
contra culturas de E. coli somente algumas amostras da propolis de Apis e de Scap-
totrigona tiveram atividade inibitoria (FARNESI et al., 2009). Possivelmente, devido

ao fato das propolis de Scapfotrigona apresentarem mais compostos inibidores de
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E. coli além de uma maior solubilidade em solventes de polaridade mais alta (FAR-
NESI et al.,, 2009).

De maneira geral, com os dados obtidos, as amostras de Melipona, principal -
mente M. marginata (Fig. 46—AM), foram mais ativas do que as de Scaptotrigona
para a reducao do crescimento de E. coli. Sendo esse efeito principalmente obser-
vado para as etapas tardias do crescimento bacteriano. Apresentando principal-
mente uma redugdo da duracao do ciclo, como observado para M. marginata (Fig.
46) ou ainda a diminuicao do crescimento da fase log e estacionaria observada para
a exposicao ao extrato de M. quadrifasciata (Fig. 47). Essa atividade é condizente
com o documentado para a propolis de M. fasciculata, que apresentou efeito prin-

cipalmente ap6s 24 horas de exposicao (ARAUJO et al., 2015).

3.18 Ensaio de dispersao de biofilme

Biofilmes sao formados por um conjunto de bactérias sobre uma superficie
com matriz extracelular produzida pelo conjunto de bactérias, beneficiando-as de
predacgao, acao de compostos antimicrobianos, variaveis ambientais, além de um

metabolismo compartilhado (RANIER]; WHITCHURCH; BURROWS, 2018).

Em biofilmes maduros, as células bacterianas ficam protegidas por compos-
tos poliméricos secretados pelas proprias bactérias (BRYAN; REDDEN; TRABA,
2015). Criando um ambiente protegido do exterior, e possibilitando a sobrevivéncia
celular mesmo em condicoes desfavoraveis. Poucos estudos tém observado o efeito

da prépolis em biofilmes maduros (BRYAN; REDDEN; TRABA, 2015).

A secrecao de compostos e toxinas por P. aeruginosa possibilita a formacao
de biofilmes em infec¢des créonicas, o que também indica o estagio de progressao
do quadro clinico infeccioso (SANTOS, 2018). A descoberta de compostos que atu-
em sobre essa forma de resisténcia bacteriana seria importante, principalmente
tendo em vista que essa bactéria € comumente isolada em infec¢oes cronicas (ANI-
BIJUWON et al,, 2017), como também pode ser encontrada na mucosa oral, onde ja
é reconhecida pela formacao de biofilmes, que podem causar doenca periodontal e
infeccoes endodoénticas (SANTOS, 2018).

Para o ensaio de biofilme nao foram observadas diferencas significativas en-

tre as amostras estudadas e o controle com DMSO (Fig. 48).
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pendidos em DMSO das amostras de propolis de Meliponini em cultura de Peudomonas aeru-
ginosa. As barras de erro representam o erro padrao. A presenca de asterisco indica a diferenca
significativa com relagdo ao controle de DMSO. DMSO corresponde ao controle experimental, e
PA14 corresponde ao controle negativo. As siglas e cores utilizadas correspondem ao indicado

pela Tabela 1.

Em outros estudos, um dos principais efeitos positivos da prépolis de Apis é
sua capacidade antibiofilme sobre algumas cepas (GRECKA et al., 2019). Principal-
mente por ser um efeito que requer diversas formas de acao sobre as células-alvo,
em comparagao com compostos antibioticos, que afetam componentes especificos
da estrutura bacteriana (GRECKA et al., 2019). Entretanto, os resultados nao indicam

uma reducao efetiva da proporcao de biofilme formado (Fig. 48).

Contudo, se faz importante comentar que existem abordagens diferentes
com relacao a afericao do impacto sobre biofilmes. Além disso, em alguns casos, os
efeitos somente sao observados quando utilizadas as concentragdes de extrato
iguais as concentracdes inibitérias minimas (MIC) (POPOVA et al, 2021). Assim

como poucos estudos sao conduzidos investigando a acao antibiofilme de extratos
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nao etanoélicos de propolis sobre cepas clinicas multirresistentes das espécies P. ae-
ruginosa (SANTOS, 2018).

3.19 Atividade leveduricida em culturas de Saccharomyces
bayanus

3.19.1 Analise do crescimento

Em diferentes abordagens, sao observados efeitos leveduricidas da prépolis
para espécies do género Candida (REIS et al., 2021), entretanto os autores pontuam
que parece haver uma grande relacao da composicao de flavonoides e a atividade
contra C. albicans. Contudo, andlises mais amplas com outros fungos levedurifor-
mes, inclusive outras espécies patogénicas de Candida, ainda nao foram profunda-
mente conduzidas (REIS et al., 2021). Assim, neste estudo a abordagem foi voltada
para outra espécie de fungo leveduriforme visando identificar possiveis atividades

biologicas para esses organismos.

Nesta analise nenhuma das amostras estudadas de M. quadrifasciata apre-
sentaram reducao significativa do crescimento da cultura (Fig. 49). Para esse cena-
rio, a atividade leveduricida obtida para as amostras de Sao Paulo (Fig. 49—A) BQ5

foi maior, o oposto aos resultados observados para P. aeruginosa (item 3.17.1.1).

As leveduras compdem um grupo altamente disperso no ambiente, além de
algumas espécies serem parte da comunidade microbiana das colmeias (ROSA et
al., 2003). Um aspecto importante da abordagem utilizada é a compreensao das in-
teragdes que os micro-organismos podem ter com a prépolis. Neste caso, observa-
mos que a maioria das amostras de propolis de M. quadrifasciata (0Q2, OQ3, BQ4,
BQ5) tem pouco efeito sobre S. bayanus (Fig. 49). Entretanto, se faz importante res-
saltar que possa haver variagdes dos resultados obtidos entre diferentes leveduras

(REIS et al., 2021).

Para as amostras de M. mondury é observado um diferente resultado das
respostas obtidas entre as colmeias. Ha um baixo efeito sobre o crescimento da
cultura para OR4, e um efeito bem mais intenso para OR2 (Fig. 50—A). Esse Gltimo

grupo de colmeias apresentou uma atividade intermediaria com os controles posi-
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tivos, configurando uma atividade promissora, tendo em vista que os extratos estao

em uma concentracao baixa.

M. flavolineata (EF) e M. marginata (AM) iniciaram o experimento com uma
reducao do nimero de células na fase /log, entretanto a densidade 6ptica ao final do
periodo estudado foi equivalente ao controle negativo com DMSO, indicando a
perda do efeito do extrato (Fig 50—B). Ao passo que S. postica (YP) apresentou uma
reducao intermediaria aos controles positivos, principalmente apés o final da fase

lag, apresentando uma atividade inibitéria mais proeminente.
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Figura 49: Curva de crescimento pela anélise de densidade 6ptica (DOgoo) de Saccharomyces
bayanus ao ser exposta aos extratos Brutos etandlicos em DMSO de Melipona quadritasciata. A
— Amostras de Sao Paulo (B). B — Amostras de Cotia (Produtor O). Também estao representados
o controle negativo (DMSO), e os controles positivos de ciclopirox olamina (C.O. 100 ng/mL e
C.O. 10 pg/mL). As curvas foram obtidas pelo modelo aditivo generalizado (GAM) com a regiao
sombreada representando o intervalo de confianga de 95%. As siglas utilizadas correspondem

ao indicado pela Tabela 1.
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Atualmente o papel de leveduras e bactérias vem sendo mais amplamente
reconhecido para a sobrevivéncia da colmeia. Estudos recentes mostram que algu-
mas espécies sao essenciais na composicao da microbiota para o desenvolvimento
das abelhas (ECHEVERRIGARAY et al., 2021). Possivelmente M. mondury tenha uma
importancia das leveduras na microbiota da colmeia e/ou a escolha de fontes vege-

tais que apresentem compostos com baixa atividade sobre esse grupo de organis-

mos.
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Figura 50: Curva de crescimento pela analise de densidade 6ptica (DOgoo) de Saccharomyces
bayanus ao ser exposta aos extratos Brutos etandlicos de Meliponini em DMSO. A — M. mon-
dury de Cotia (O). B — Amostras de M. marginata (AM), M. flavolineata (EF) e S. postica (YP). Tam-
bém estao representados o controle negativo (DMSO), e os controles positivos de ciclopirox
olamina (C.0. 100 pg/mL e C.O. 10 ug/mL). As curvas foram obtidas pelo modelo aditivo genera-
lizado (GAM) com a regido sombreada representando o intervalo de confianga de 95%. As siglas

utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.
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As amostras de M. subnitida (NS e KS) apresentaram consistente variacao de
acordo com o produtor de origem (Fig. 51). A amostra do produtor rural apresentou
uma atividade intermediaria dos controles (KS), enquanto a proveniente do produ-
tor de origem urbana (NS) apresentou um efeito ainda mais intenso do que o obser-
vado para o controle com ciclopirox olamina em concentragdo de 100 ug/mL (Fig.
51). Possuindo um crescimento alterado, sem fases de desenvolvimento microbiano

sequer definidas.

M. subnitida é uma espécie reconhecidamente especialista na polinizagao,
apresentando um comportamento seletivo de suas fontes alimentares (HRNCIR et
al., 2019), contudo poucos dados sobre sua atividade de coleta de prépolis sdo do-
cumentadas. Tendo em vista as diferencas observadas entre o cenario urbano e ru-
ral, possivelmente as fontes de resina exploradas podem ser mais diversas, ou ainda

ha uma exploracao em diferentes propor¢oes das mesmas espécies.
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Figura 51: Analise do desenvolvimento pela densidade 6ptica (DOgoo) de Saccharomyces baya-
nus ao ser exposta ao extrato Bruto etanélico em DMSO de Melipona subnitida.. Também estao
representados o controle negativo (DMSO), e os controles positivos de ciclopirox olamina (C.O.

100 pg/mL e C.O. 10 ug/mL). As curvas foram obtidas pelo modelo aditivo generalizado (GAM)
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com a regiao sombreada representando o intervalo de confianca de 95%. As siglas utilizadas

correspondem ao indicado pela Tabela 1.

A atividade apresentada pelas amostras pode ser promissora para controles
de leveduras. Principalmente pela visivel reducao do tamanho celular da cultura
(Fig. 52—B) ao ser comparada ao controle negativo (Fig. 52—A). Devido a resultados
similares, alguns autores até propoem testes preliminares de sua utilizagao em con-
junto com os compostos atualmente empregados no tratamento regular de infec-

¢oes de fungos leveduriformes (PIPPI et al., 2015).

Figura 52: Observagao ao microscopio da cultura de S. bayanus. A — Células da cultura de con-
trole com DMSO ¢ =0.5 %. B — Células apos o tratamento com o extrato bruto etandlico de

M. subnitida da regiao urbana de Mossord6 (NS).

As amostras obtidas do género Scaptotrigona apresentaram variagoes entre
as diferentes espécies e locais de origem (Fig. 53). E observada uma grande consis-
téncia para o efeito das amostras de S. xanthotricha (AX e SX), apresentando grande

reducao do crescimento, independentemente da origem.

Ja para as amostras de S. bipunctata foram obtidas variacoes das diferentes
regides (Fig. 53). Em que as amostras provenientes do Guaruja (produtor A) apre-
sentaram uma atividade intermediaria do que foi observado para os controles, en-

quanto a amostra proveniente de Jacui (S) apresentou baixa atividade. Na literatura,
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€ mencionado que a prépolis parece nao ter uma acao tao proeminente contra bac-
térias Gram-negativas e leveduras (PEIXOTO et al., 2021). Entretanto, quando obser-
vada, as maiores atividades leveduricida coincidem com amostras de maior teor de
flavonoides acidos fendlicos e terpenos (AFROUZAN et al., 2018). No caso das amos-
tras de Scaptotrigona de jacui, as duas apresentaram um perfil fendlico similar, en-
tretanto os teores dos compostos variou entre elas (Fig. 30), o que poderia ser res-

ponsavel pelas diferencas observadas (Fig. 53).
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Figura 53: Curva de crescimento pela analise de densidade 6ptica (DOsoo) de Saccharomyces
bayanus ao ser exposta aos extratos Brutos etandlicos em DMSO. A — Amostras do Guaruja (A).
B — Amostras de jacui (Produtor S). Também estao representados o controle negativo (DMSO),
e os controles positivos de ciclopirox olamina (C.O. 100 ug/mL e C.O. 10 ug/mL). As curvas fo-
ram obtidas pelo modelo aditivo generalizado (GAM) com a regido sombreada representando o

intervalo de confianca de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

Existe também a possibilidade de interacao entre algumas espécies com os

microrganismos, ja que alguns dos diferentes componentes da colmeia de Scapto-
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trigona sp. provenientes de florestas tropicais secas, apresentaram espécies de fun-
gos, incluindo exemplares do Candida, entretanto esse dado foi extremamente vari-
ante entre os taxons de Meliponini estudados (ECHEVERRIGARAY et al.,, 2021). Além
disso, ha a possibilidade de uma exploracao diferencial das plantas, de modo a im-
pactar a composicao da propolis e alterar os microrganismos capazes de compor a

microbiota da colmeia.

Ao mesmo tempo, alguns estudos apontam que pela atividade antifangica o
extrato de prépolis também apresenta a possibilidade de conservar produtos ma-
deireiros com eficiéncia, apresentando a vantagem de ser sustentavel e biodegrada-
vel (BRODA, 2020). Os resultados indicam que das prépolis estudadas as com maior
potencial para essa aplicacao, e estudos voltados para esse fim, seriam utilizando
amostras provenientes das espécies de S. bipunctata (AB e SB) (Fig. 53) e M. subniti-
da (NS e KS) (Fig. 51). Todavia, a intensidade e a forma como cada uma das amostras
impacta a cultura, varia (Fig. 53). Isso é previamente documentado na literatura, nas
quais foram obtidas grandes varia¢oes de atividades entre amostras com efeitos em

diferentes etapas do crescimento da cultura (REIS et al., 2021).

S. bayanus é uma espécie de grande importancia, principalmente para vinifi-
cagao, em especial a producao de cidras, compondo o complexo de espécies do gé-
nero Saccharomyces de maior importancia para a industria alimenticia (RAINIERI
et al., 2006). Como o extrato de prépolis também pode ser empregado como com-
ponente alimentar, os dados aqui obtidos indicam que para os produtos que de-
pendam do crescimento de leveduras nao seria vantajoso o acréscimo de extrato de

propolis de algumas das espécies trabalhadas durante essa fase.

3.19.2 Ensaio de incorporacao de vermelho neutro

A afericao da densidade 6ptica € um dos métodos mais amplamente utiliza-
dos e auxilia no monitoramento do crescimento da cultura, contudo, existem inter-
feréncias nessa leitura (KRISHNAMURTHI et al., 2021). Para o caso dos experimentos
empregados neste estudo, a principal forma de interferéncia ocorre pelos indivi-
duos mortos que mantém a estrutura celular intacta. Além das alteracoes celulares
que podem ocorrer durante o crescimento da cultura afetarem os resultados obti-
dos (SUTTON, 2011).
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A metodologia do vermelho neutro é extensamente aplicada para determi-
nagao de citotoxicidade de compostos, por se basear na capacidade que células via-
veis apresentam de reter moléculas de vermelho neutro (REPETTO; DEL PESO; ZU-
RITA, 2008; ABCAM, 2018). O vermelho neutro é um corante eurodina vital, capaz
de atravessar as membranas celulares que na presenca de compartimentos celula-
res com pH abaixo de 6,8 se ioniza, e acaba retido pelo compartimento. Em células
eucarioticas o principal compartimento celular que retém o vermelho neutro sao
os lisossomos com transporte ativo funcional, desse modo o método somente con-
tabiliza células viaveis (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008; ABCAM, 2018; PRO-
MOKINE; PROMOCELL, 2019), reduzindo a principal interferéncia presente na aferi-

cao por densidade 6ptica.

Com relacao ao método de vermelho neutro observamos dois padroes de
resposta, em um deles, as amostras promovem uma reducao significativa da quan-
tidade de leveduras vivas nas primeiras 30 horas do experimento (Fig. 54—A), en-
quanto no outro, o efeito é observado por volta de 45 horas de exposicao ao extrato
(Fig. 54—B).

Existe uma boa congruéncia dos resultados obtidos por essa metodologia
com a observacao do crescimento pelo aumento da densidade optica (topico 3.19.1),
principalmente porque todas as amostras em que foram observados efeitos nas
primeiras horas, também sao obtidos por esse método. Entretanto, existem amos-
tras como OR2 e OR4 (Fig. 54—A) que ndo apresentaram atividade pela observacao
da densidade 6ptica, mas foram ativas pela técnica de vermelho neutro. Indicando
que ha uma atividade antimicrobiana na metodologia de vermelho neutro, que nao
€ observada no crescimento microbiano por meio da densidade optica, possivel-

mente pela morte de células sem que ocorra a lise celular.

Outra forma de atividade péde ser observada para algumas amostras, de
modo que uma pequena redugao da viabilidade celular aconteceu em cerca de
40 horas de exposicao aos extratos (Fig. 54-B). Mesmo nao sendo estatisticamente
significativa, essa diferenga deve ser comentada, tendo em vista que alguns autores
também obtiveram que para alguns organismos o efeito da prépolis de M. fascicu-
lata é observado ap6s dois dias de exposicao (ARAUJO et al.,, 2015), enquanto outros
obtiveram efeitos em periodos de exposi¢ao ainda mais longos (REIS et al., 2021). E

notavel também que o material proveniente de S. xanthotricha (AX e SX), que apre-
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sentou alta atividade leveduricida durante as primeiras 20 horas, apresenta baixo

efeito quando analisado a longo prazo.
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Figura 54: Analise do desenvolvimento da cultura pela retencao de vermelho-neutro de Sac-
charomyces bayanus ao ser exposta ao extrato Bruto etandlico em DMSO das amostras de Meli-
ponini estudadas. A — Extratos com maior reducgao nas primeiras horas de contato. B — extratos
com atividade intermediaria do estudo. Também estao representados o controle negativo
(DMSO), e os controles positivos de ciclopirox olamina (C.O 100 pug/mL e C.O 10 pg/mL). As cur-
vas foram obtidas pelo método de regressao local (loess) com a regiao sombreada representan-

do o intervalo de confianca de 95%. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.

A atividade de alguns compostos vem sendo promissoras para o combate de
fungos, ou mesmo fornecendo moléculas alternativas que reduzem a sobrevivéncia
desse grupo de organismos (MENEGATTI et al.,, 2020). Neste trabalho, encontramos
amostras com efeitos de curto e médio prazo, entretanto é importante ressaltar a

importancia do tempo de analise para atividades antimicrobianas de modo que
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nem todos os compostos apresentam atividade rapida sobre o desenvolvimento

microbiano.

3.20 Caracterizacao microbioldgica

Assim como as analises quimicas, controles de qualidade biolégicos, princi-
palmente antibacterianos deveriam ser incluidos nas anélises de propolis (BOUZA-
HOUANE et al, 2021). A diversidade microbiana das abelhas sem ferrao ainda é
muito pouco conhecida, principalmente pelos estudos focarem na identificacao e
pouco nas intera¢oes entre os organismos (NGALIMAT et al., 2020). No caso da pré-
polis, esse ainda € um aspecto pouco explorado. Desse modo, esta secao é dedicada
a avaliar os constituintes da propolis baseados nas instrugdes de analise microbio-

logica dos alimentos (BRASIL, 2014; DA SILVA et al,, 2017).

A contagem de unidades formadoras de colénia variou de maneira consis-
tente entre as amostras, assim como a proporgao dos grupos de micro-organismos
que faziam parte da composi¢ao microbiana (Fig. 55). Foram obtidas variacdes entre
as amostras provenientes de um mesmo produtor, tanto para o grupo de organis-
mos, quanto para a quantidade de bactérias, nao sendo possivel determinar um pa-
drao especifico. A presenca de bolores foi unanime em todas as amostras, enquan -

to a presenca de diferentes grupos de bactérias foi muito variante.

A presenca de coliformes foi obtida para as amostras de M. marginata (AM) e
S. xanthotricha (AX) do Guaruja (A), S. xanthotricha de Jacui (SX), e M. quadrifasciata
e M. mondury de Cotia (O) (Fig. 55). Com excecao das amostras de S. xanthotricha
(AX e SX), nao parece haver uma relacao da espécie ou mesmo da origem para a

presenca desses organismos.

A identificacao de coliformes é importante, e presente nos parametros tanto
nacionais quanto internacionais de andlise microbiolégica (BRASIL, 2014, 2019;
FENG et al., 2020). Este grupo estd amplamente disperso no ambiente, incluindo o
solo, em vegetais e no trato digestorio de animais (BRASIL, 2014; KITLABOR, 2018).
Desse modo, esse grupo de bactérias € utilizado no contexto industrial como indi-
cador de contaminagao da cadeia produtiva, ou contaminagdoes de manipulagao

(KITLABOR, 2018), principalmente tendo em vista que esses organismos sao facil -
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mente eliminados por compostos sanitizantes (DA SILVA et al, 2017; KITLABOR,
2018).
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Figura 55: Quantificacao de unidades formadoras de colénia (UFC) em cada amostra de propolis
de acordo com o grande grupo de micro-organismo. As siglas utilizadas correspondem ao indi-

cado pela Tabela 1.

Poderia ser esperado que as amostras que possuem solo apresentariam mai-
ores contaminagoes por esse organismo, tendo em vista sua grande dispersao no
ambiente, além da presenca marcante no solo de ambientes naturais. Entretanto, o
que se opode a essa inferéncia é a presenca desse grupo bacteriano nas amostras de
S. xanthotricha do produtor A, na qual nao ha inclusao de material edafico (item
3.2), assim como a auséncia dessa espécie de bactéria em amostras que apresentam
altos teores de solo como M. quadrifasciata de Sao Paulo (produtor B), e amostra
OQ2 de Cotia (O). Portanto, ndo parece existir uma associagao proxima entre a in-

clusao de solo e a presenca de coliformes.

Inicialmente, a presenca de E. coli era utilizada como indicador da

presenca de material de origem fecal nas amostras. Essa forma de interpretacao
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esta em desuso com as novas descobertas da presenca dessa bactéria em ambien-
tes naturais, e em instalacoes com condigdes inadequadas de sanitizacao, além de
sua capacidade de sobreviverem mesmo sob refrigeracdao (SILVA et al., 2019). Assim,
a presenca de E. coli nas amostras pode indicar que essa espécie esta presente no
ambiente, e sua contaminagao foi fruto da manipulacdo humana durante a coleta e
armazenamento do material. Também nao pode ser descartada a hipétese das abe-
lhas inocularem a propolis durante sua manipulagao, podendo ainda essa bactéria

ser um componente do microbioma da colmeia.

Poucos aspectos com relacao ao microbioma das abelhas sem ferrao tem
sido completamente esclarecidos, e ainda menos estudos se concentram especifi-
camente na presenca de bactérias na propolis. A composicao do microbioma pode
ter origem do ar, das flores e outros recursos vegetais visitados, ou mesmo pelo
proprio trato digestorio das abelhas (NGALIMAT et al.,, 2020). Além disso, nao pode
ser descartada a possibilidade de contaminacao humana ao extrair os produtos das
colmeias, principalmente quando nao ha um cuidado especifico para esterilidade
das amostras (NGALIMAT et al., 2020).

Os avangos mais recentes, vem apresentando que os géneros de bactérias
mais comuns associados aos produtos como mel de abelhas sem ferrao sao Bacil-
lus, Streptomyces, e Lactobacillus NGALIMAT et al., 2020). Outros géneros comu-
mente encontrados sao Staphylococcus, Escherichia, Enterococcus, e Salmonella
que foram previamente observados no mel de Tetragonistica angustula NGALIMAT
et al.,, 2020). Como componentes da microbiota da colmeia, os membros das fami-
lias Enterobacteriaceae e Acetobacteraceae foram as principais isoladas dos géne-
ros Melipona e Tetragonula (NGALIMAT et al., 2020). Contudo, a compreensao do
possivel papel ou atuacdo dessas bactérias na composicao da propolis ainda sao
pouco discutidas (NGALIMAT et al., 2020).

Enterobacteriaceae é a maior e mais heterogénea familia de bactérias Gram-
negativas de importancia médica (BRASIL, 2014). A maioria das espécies dessa fami-
lia pode ser encontrada no trato gastrointestinal de humanos, no reino animal, na
agua, solo e vegetais (KITLABOR, 2018). As enterobactérias representam 80 % ou
mais de todos os organismos Gram negativos de importancia clinica que sao isola-
dos na rotina microbiolégica (BRASIL, 2014). Sendo responsaveis por de cerca de
70 % das infec¢bes urinarias e 50 % das septicemias (BRASIL, 2014).
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Dentro de Enterobacteriaceae, o género Enterococcus é mais usualmente
encontrado no trato intestinal de animais e em alguns casos, no sistema genital fe-
minino (ANVISA, 2007). Compreendendo espécies bactérias de importancia clinica
e hospitalar pelo aumento recente de casos gerados por esse grupo, além de novas
cepas resistentes a antibidticos estarem surgindo (ANVISA, 2007; BRASIL, 2014).
Ademais, E. faecalis pode formar biofilmes, sendo capaz de criar lesdes apds proce-
dimentos odontolégicos de canal radicular (MOODUTO et al., 2021).

Como esse género apresenta baixa resisténcia as variaveis ambientais, nao
resistindo muito tempo em ambientes desfavoraveis, ele nao ocorre em aguas e so-
los de areas nao poluidas, sendo que as raras incidéncias sao relacionadas direta-
mente a contaminacao por animais homeotérmicos de vida selvagem, através de
contaminacao fecal recente, ou ainda a drenagem dos solos por enxurradas (NGA-

LIMAT et al., 2020).

A analise com relacao a presenca desse género de bactérias se deu principal -
mente porque muitos meliponicultores também possuiam criagdes de animais, ou
a regiao de producao eram locais proximos a recursos hidricos poluidos, o que
possivelmente representariam um risco de contaminacao da propolis caso as abe-
lhas utilizassem solo ou qualquer material dessa area. Contudo, somente S. xantho-
tricha de Jacui (SX) e M. quadrifasciata de Cotia (OQ2) apresentaram, e em baixas

quantidades, unidades formadoras de colonia desse grupo (Fig. 55).

Existem duas principais hipoteses para compreensao dos resultados obtidos.
A primeira seria que as abelhas sao pouco criteriosas e utilizam o material contami-
nado da regiao, contudo, a maioria das amostras de prépolis apresentam atividade
antibacteriana, ou comunidades microbianas pouco suscetiveis ao seu estabeleci-
mento, e as bactérias mesmo sendo inoculadas constantemente, nao sao capazes
de sobreviver sobre a préopolis (MARCUCCI et al,, 2021). A segunda hipétese seria
que as abelhas sao criteriosas com relacao ao material escolhido para compor a
propolis, e a contaminacao do material se deu de maneira acidental, por isso é en-

contrado em baixa frequéncia (Fig. 56).

O conjunto de dados obtidos indica uma possivel associagao das duas hipo-
teses. Os resultados da andlise das cinzas indica que as abelhas parecem ter um
certo grau de selecao dos componentes de solo que irdo compor a prépolis (tépico

3.3), apontando que possivelmente as abelhas podem ser criteriosas.
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Até certo grau de contaminacao existe a possibilidade do consumo de pro-
dutos das abelhas sem ferrao (DIVYA et al,, 2020). Para os grupos mais comuns de
bactérias, o consumo de produtos derivados com niveis muito baixos pode ser se-
guro. A quantidade bacteriana minima necessaria para gerar sintomas patogénicos

em adultos saudaveis é de 10° UFC/g (DIVYA et al., 2020).

Nao existem parametros microbiolégicos estabelecidos para a prépolis, ten-
do em vista que seu consumo in natura é dificil por seu sabor amargo, e baixa solu-
bilidade (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019) assim, sua principal aplica-
cao alimentar se da essencialmente através de extratos ou de preparados mistos
com o mel (LIAUDANSKAS et al, 2021). Entretanto, pode ser tracado um paralelo
com a legislacao atual, considerando que a propolis seria destinada ao consumo in
natura, isso levaria a possibilidade de se classificar esse produto na categoria de
“alimento pronto para consumo e/ou suplemento em gel nao comercialmente es-

téril”, presentes na legislacao atual em vigor (BRASIL; BRASIL; BRASIL, 2019).

Para os parametros atualmente estabelecidos, as amostras de S. xanthotricha,
M. quadrifasciata e M. mondury de Cotia (O) e M. flavolineata (EF) sao inadequadas
para consumo in natura pelos contetdos de unidades formadores de colénicas de
enterobacteriaceae (aqui avaliados separadamente como E. coli e outros colifor-

mes) estando muito acima dos valores maximos permitidos.

Com relacao a bolores e leveduras somente as amostras M. marginata (AM) e
S. xanthotricha (AX) do Guaruja (A), M. quadrifasciata (BQ5) de Sao Paulo e M. subni-
tida (NS) apresentam quantidades aceitaveis. Desse modo, é possivel notar que um
numero baixo dos materiais amostrados e analisados neste estudo seriam qualifica-

das para o consumo in natura.

Neste estudo também foi possivel observar que os bolores e leveduras estao
abundantemente presentes em maior parte das amostras (Fig. 55). Para S. tubiba
(AT) e S. bipunctata (AB) do Guaruja (A), as amostras de M. quadrifasciata de Sao
Paulo (BQ4 e BQ5) além das amostras de M. subnitida (NS e KS) esses organismos,
dentre os grupos estudados, compdem a totalidade das unidades formadoras de

coldénia contabilizadas (Fig. 56).

As leveduras sao um diverso grupo presente no solo e no proprio ar, en-

quanto os bolores sao versateis e podem assimilar carbono de quase qualquer fon-
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te (DA SILVA et al., 2017). Apresentando esse conjunto de caracteristicas, esses dois

grupos sao quase universalmente dispersos.

No caso dos produtos de abelhas sem ferrao, como o mel, algumas espécies
apresentaram colonias de Streptomyces sp. e essas espécies parecem ser responsa-
veis pelo controle de outros micro-organismos patogénicos de abelhas (MENEGAT-
TI et al., 2020). Também foi descoberto que para alguns dos organismos compo-
nentes da microbiota da colmeia parecem ser regionalmente associados, como
Starmerella meliponinor uma das espécies de levedura mais prevalentes. Estando
associada com diversas espécies de abelhas sem ferrao (Tetragonisca angustula, M.
quadrifasciata, M. rufiventris, e Trigona fulviventris) da regiao subtropical do Brasil,
mais especificamente do Estado de Minas Gerais (ECHEVERRIGARAY et al.,, 2021).
Entretanto, nesse caso, a prevaléncia de Starmerella meliponinor depende da regiao

geografica além de variar com relacao a espécie de abelha (ECHEVERRIGARAY et

al., 2021).
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Figura 56: Proporcao de unidades formadoras de colénia de acordo com o grande grupo de mi-

cro-organismo. As siglas utilizadas correspondem ao indicado pela Tabela 1.
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Nas amostras que obtivemos, os bolores e leveduras parecem compor a mai-
or parte dos microrganismos componentes da préopolis. Entretanto, alguns estudos
demonstraram que as leveduras costumam ser pouco abundantes na microbiota
das operarias de alguns membros de Meliponini provenientes da regiao do Jalapao
(NETO; MORAIS, 2020), e que no mel ndo compdem mais que 10% das unidades
formadoras de colonia (ECHEVERRIGARAY et al., 2021). Neste estudo, os bolores e
leveduras representam grande parte dos microrganismos presentes na maioria das
amostras de propolis estudadas, sendo bem diferente do que o relatado para os ou -

tros produtos da meliponicultura.

A origem da microbiota e o estabelecimento do microbioma tao temas ainda
pouco conhecidos, mas os indicios mais recentes indicam que as inocula¢des tém
como origem o podlen, o néctar, e as proprias abelhas (ECHEVERRIGARAY et al,
2021). Como as operarias nao apresentam abundantes quantidades de leveduras
compondo sua microbiota, seria esperado que a fonte desses organismos na pro-
polis seria o material resinoso ou mesmo, quando presente, o solo. Além disso, de-
pendendo da composigao do material também seria esperado que nao haveria so-
brevivéncia desses organismos, pela atividade que a propria resina componente da

propolis pode apresentar.

4 Conclusao

Neste trabalho foi observado uma grande influéncia regional na composigao
da propolis, principalmente para o teor de umidade das amostras, possivelmente

devido as variacoes ambientais.

A inclusao de solo parece estar intimamente ligada a espécie, nao ocorrendo

de maneira universal nas abelhas sem ferrao.

A inclusao de ceras é um fator inversamente relacionado com a presenca de
solo, e indica que esses compostos podem exercer o mesmo papel em Meliponini.
Também foi obtida uma boa correlacao inversa entre o teor de cinzas e a solubili -
dade em etanol para as espécies que incluem solo na composicao da prépolis. Nao
foi obtida uma associacao consistente entre o teor de cera e o teor de compostos

fendlicos.
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A composicao geral varia entre as regioes e espécies diferentes, indicando
uma possivel exploracao ou disponibilidade diferente das fontes vegetais até mes-
mo por colmeias da mesma espécie em ambientes distintos. Contudo, ha uma se-
melhanga muito grande da composicao geral com relagao ao género de abelhas do

qual a propolis é proveniente.

Os componentes da fracao de hidrocarbonetos indica uma relagao grande
entre as amostras de mesma espécie. Contribuindo para a hip6tese de que essa fra-
cao de compostos recebem maior contribuicao de componentes da cera das abe-

lhas do que da resina vegetal.

O método de ABTS foi o mais sensivel para a atividade antioxidante como
um todo, entretanto ORAC foi mais efetivo para determinacao de atividade antioxi-

dante em fracoes apolares da propolis.

Poucas amostras apresentaram efeitos sobre o crescimento de P. aeruginosa,
e E. coli, enquanto os resultados contra S. aureus e S. bayanus foram mais promis-

sores.

As amostras afetaram as culturas de leveduras de duas maneiras principais,
uma de curto e outra de médio prazo. Esses efeitos foram mais predominantemen -

te associados com amostras da mesma espécie em um mesmo produtor.

As amostras estudadas apresentavam altos teores de bolores e leveduras,

sendo rara a presenca de Enterococcus sp. e E. coll.

Como também concluido por outros autores, se considerados de maneira
isolada, a espécie ou a localizagdo das amostras por si s6 nao é suficiente para de-
terminar todos os aspectos composicionais da prépolis (EROGLU; ACAR; KEKE-
COGLU, 2021).
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Resumo

A prépolis € um produto de composicao complexa, composto pela cera de
abelhas e resinas de plantas. E um importante produto para a humanidade desde a
antiguidade. Atualmente, faz parte da composicao de cosméticos, produtos de higi-
ene, bebidas, medicamentos e alimentos. Ao incorporar solo a préopolis, as abelhas
nativas (abelhas sem ferrao) produzem o que é chamado de geoprépolis. Pouco se
sabe da constituicao das propolis dessas com relacao a producao de cera, substan-
cias fendlicas, substancias volateis e quantidade de terra incorporada a proépolis,
dentre outras caracteristicas. Desse modo, este estudo visou analisar os teores des-
ses metabdlitos, além de determinar sua composi¢ao quimica e avaliar a atividade
antioxidante e biologica de amostras de propolis de espécies nativas brasileiras,
compreendendo amostras de prépolis de seis espécies de Melipona e quatro de
Scaptogrigona, provenientes de meliponarios dos estados do Para, Maranhao, Rio
Grande do Norte, Bahia, Minas Gerais e Sao Paulo. A partir de ensaios como o teor
de cinzas, de umidade, de ceras, compostos volateis, fendis totais, flavonoides, fla-
vonas e dihidroflandis, foram avaliadas diferencas entre as amostras, tanto dos lo-
cais de coleta, quanto as diferentes espécies de abelhas produtoras das propolis.
Por extracOes fracionadas com solventes de polaridades crescentes, foram feitas
analises por CG-EM e CLAE-EM. Além da afericao do potencial antimicrobiano. A
presenga de solo nao é universal em Meliponini. Existindo uma relacao inversa en-
tre a proporcao de cera e solo. O teor de compostos fenélicos variou muito entre os
métodos colorimétricos, com a cromatografia confirmando a presenca de compos-
tos usualmente indicados como comuns para a prépolis de outras espécies do gru-
po. As fragdes polares das amostras apresentaram intensa atividade antioxidante
em sua maioria. Ainda que tenha sido observada atividade em fra¢oes apolares. Nao
sao obtidas atividades intensas contra o crescimento das bactérias Gram-negativas
estudadas. O impacto mais consistente se deu contra o crescimento de leveduras. O
microbioma das amostras era predominantemente de bolores e leveduras, em de-

trimento de bactérias de importancia médica.

Palavras-chave: Meliponini, Scapfotrigona, Melipona, Geoproépolis, Controle de

qualidade.
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Abstract

Propolis is a product of complex composition, made up chiefly of beeswax
and plant resins. It has been a relevant product for humanity since antiquity. Cur-
rently, it is part of the composition of cosmetics, hygiene products, beverages,
medicines, and foods. By incorporating soil into propolis, native bees (stingless
bees) produce what is called geopropolis. Little is known about its constitution con-
cerning the production of wax, phenolics, volatile substances, and the proportion of
soil incorporated into the propolis, among others. Thus, this study aimed to analyze
quantitatively and qualitatively their chemical composition, as well as to evaluate
the antioxidant and biological activity of native Brazilian species samples from two
genera, composed of six samples of propolis of Melipona and four of Scaptotrigona,
stemming from meliponaries in the states of Para, Maranhao, Rio Grande do Norte,
Bahia, Minas Gerais and Sao Paulo. Analyses of evaluation of the contents of mois-
ture, wax, volatile substances, total phenols, flavonols and flavones, flavonones and
dihydroflavonols differences were noted between samples, due to the collection
sites and the species. Mineralogical analyses were carried out with the residue left
after calcination of samples of geopropolis. By fractionated extractions with in-
creasing polarity solvents, analyses were performed by GC-EM and HPLC-EM in ad -
dition to the evaluation of the antimicrobial and the antioxidant potential. The pres-
ence of soil is not universal in Meliponini. An inverse relationship between the
proportion of wax and soil was detected in the analyses of the present work. The
content of phenolic compounds varied widely between the colorimetric methods,
with chromatography confirming the presence of compounds usually indicated as
common in propolis of other bee species. Most polar fractions showed intense an-
tioxidant activity. Lower activity was noticed regarding less polar fractions. Pro-
nounced inhibitory activity was noticed against Gram-positive, but not against
Gram-negative bacteria. Highly promising results were obtained with assays against
the growth of yeasts. The microbiome of the analyzed samples was predominantly

characterized by molds and yeasts, instead of harmful bacteria.

Key words: Meliponini, Scaptotrigona, Melipona, Geopropolis, Quality control

151



5 Apéndices
5.1 Apéndice A

Cromatograma do padrao de hidrocarbonetos utilizado para identificacao do tama-

nho das cadeias carbdnicas.
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5.2 Apéndice B

Matriz de composicao dos dleos volateis das amostras estudadas.

ID Compostos AM AX AT AB BQ4 BQ5 EF 0OQ2 OQ3 ORZ SB SX YP

1 a-Pineno 0 0 0O 114 12 0O O 0 0 0O O 0 123
2 R-a-Pineno 0 0 0 0 O 113 136 103 2123 3064 O 0O O
3 B-Pineno 0 0 126 0 0 0O O 0 0 1069 O 0O O
4 L-B-Pineno 0 0 0 0 109 0O O O 8.52 0O O 0O O
5 4-Etilfenol 0 0 0 0 0 0O O 213 0 0O O 0O O
6 a-cubeno 1.71 0 246 043 0 0O O 119 0 0 1.07 0O O
7 Paracimeno 0 0 0 0 0O 12 O 0 0 0O O 0O O
8 B-Cimeno 0 0 0 0 128 0O O 0 0 0O O 0O O
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9 Copaeno
10 Canfeno
11 a-gurjuneno
12 Limoneno
13 L-4-Terpineol
14 Fenchol
15 Pinocarpona
16 Borneol
17 Terpineol
18 Mirtenal
19 Mirtenol

Acetato de
20 terpinilo

21 Verbenona

P-menta-6,8-
22 dien-2-ois

Acetato de
23 bornil

24 8-Elemeno
25 Cariofileno
26 a-cariofileno

27 B-Ferneseno

o-bergamote-

28 no

29 8-Cadineno
30 y-Muuroleno
31 B-selineno

32 a-curcumeno
33 Cubenol

34 Eremofileno

438 2.36 1541

0 0 0
0 127 0
0 0 0
O 149 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
42 696 4.6l
0 116 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
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35 a-Muuroleno
36 B-bisabolol

2,6-Di-tert-
37 butilfenol

38 y-Cadieno

39 Cardineno

40 Cadinene

Oxido de aro-
madendreno-
41 (1)

42 ©-cadieno

(+)Transnero-
43 lidol

44 Nerolidol

45 Nerolidol 2

46 Elemol

47 Espatulenol

Ent-espatule-
48 nol

Epoxicariofy-

49 leno
50 Cedrol
51 B-Myrceno

Oxido de aro-
madendreno-
52 (2)

53 Guaiol

1.31 243

2.37 0]

0 0

1.61 159

0 0]

0 6.77

0 0

3.71 0

52 0

0 0
40.3

5 0

0 1

0 0

0 0]
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54 y-Eudesmol
55 B-Eudesmol
56 a-eudesmol
57 B-pnasinseno
58 Caur-16-eno
59 a-cadinol

60 T-cadinol

61 B-selinenol

62 B-Eudesmene
63 Guaiene

64 B-Guaiene

65 Bifomene

66 Esclareol

Pregnano-
67 18,20-diol

68 Manool

69 Epimanool
70 Pimaral
71 a-bisabolol

Androst-2,6-
72 dieno

73 a-Cubebeno
74 B-Cubebeno

75 T-muurolol

76 Totarol
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©c O O o o
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5.3 Apéndice C

Valores de ICso em ng/mL obtidos para os extratos bruto etandlico e as fragdes das amostras.

s Fracao
Produ- .. Bruto etanoli-
E ' .
tor specie co Etanol Acetqto de Diclorometa Hexano
etila no
M. marginata 578486  12.877 14.277 871196  70.659
A S xanthotricha 91621 86.527 24304 3384.341 3792717
S. tubiba 166.261 61227 46.348 557.202  557.202
S. bipunctata 763167 858.159 119.691 26534.81 39678.09
M. g ”2‘1{2“6‘75”‘ 0986  7.882 0.018 455283 39592.38
B M guadrifasci
q “‘2 tg’ asct- 18489  0.864 0.864 26692.77  657.548
Y S. postica 242839 445211 187.077 451.322 11
. S. bipunctata 96.273 168571 41.685 136083.7 073
S. xanthotricha 20382  319.711 61.068 49.08 18068.85
E M. flavolineata 270.946 346227 60.477 259472 17.245
M. q”i‘g]fasa' 25921 33.355 33.657 3295044 6765.578
M. q”‘zcglfasa' 328.432 6.987 14.161 153640.8 59629.45
o)

M. mondury 12.76 8.522 73.449 60956.62 78643'18
M. mondury 3.334 0.041 46434  95401.070 589204
N M. subnitida 7.320 0.388 2.491 91.914 2410175
K M. subnitida 0.013 22.813 8.039 69.71 1394.689
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