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RESUMO

O tipo de vegetacdo, a estacdo do ano e o estado fisico da propolis podem interferir
em sua composicédo, qualidade e quantidade produzida. Este trabalho teve por
objetivo estudar a propolis produzida em Roraima por Apis mellifera em areas de
floresta e savana e em periodos de chuva e seca, com base na composi¢ao quimica
e atividade antioxidante. As solugdes de extratos etandlicos foram preparadas por
meio de maceracéo e adi¢cao de solvente, apresentando variagao de coloragao. Por
métodos espectrofotométricos foram quantificados fendlicos e flavonoides. A
determinacao do potencial antioxidante foi avaliado utilizando o método de sequestro
do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila e a oxidacdo do sistema p-caroteno/acido
linoleico. A produgdo de prépolis das amostras coletadas em areas de floresta foi
maior no periodo chuvoso, e no periodo seco se destacaram as coletadas em areas
de savana. O teor de fendlicos mais elevado foi observado no periodo seco em ambas
as fitofisionomias. Flavonas e flavondis nas duas areas estudadas apresentaram os
maiores teores durante o periodo seco. As quantidades mais elevadas de flavanonas
e diidroflavonois foram detectadas nas amostras das areas de floresta e savana
durante a estacio seca. Os teores de antocianinas foram muito superiores as demais
classes de flavonoides, e os melhores resultados para os locais de floresta foram
obtidos durante o periodo seco, e nos de savana no chuvoso. Esta classe se destacou
devido aos elevados teores apresentados e também por resultados para quantificacéo
de antocianinas em prépolis ndo serem apresentados na literatura. A atividade
antioxidante determinada pela oxidacdo do sistema [(-caroteno/acido linoleico foi
maior no periodo chuvoso nas areas de floresta e no periodo seco nas areas de
savana. Por outro lado, a analise da capacidade atividade pelo método DPPH foi maior
no periodo seco nas duas fitofisionomias estudadas. Esta atividade por ambos os
métodos foi significativa, apresentando valores muito elevados quando comparados a
dados da literatura. Quando utilizada a correlacdo de Pearson entre os compostos
fendlicos e flavonoides totais com a capacidade antioxidante observou-se correlagdes
variando de moderada a fortemente positiva (r>= 0,5 a 1,0).

Palavras-chaves: Apis mellifera. Quantificacdo. Bioativos. Periodos climaticos.
Fitofisionomias.



ABSTRACT

The type of vegetation, the season and the physical state of propolis can interfere in
its composition, quality and quantity produced. This study aimed to study the propolis
produced in Roraima by Apis mellifera in areas of forest and savannah and rain and
dry periods, based on the chemical composition and antioxidant activity. The ethanol
extract solutions were prepared by maceration and solvent addition, with varying color.
By spectrophotometric methods were quantified phenolics and flavonoids.
Determination of antioxidant activity was evaluated using the method of 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl radical sequestration and oxidation of 3-carotene/linoleic acid system.
The production of propolis samples collected in forest areas was higher in the rainy
season and the dry season were the most collected in savanna areas. The higher
phenolic content was observed in both the dry period phytophysiognomies. Flavones
and flavonols in the two areas studied showed the highest levels during the dry season.
The higher amounts of flavanones and diidroflavonois were detected in samples from
areas of forest and savannah during the dry season. The anthocyanin content were
higher than the other flavonoids classes, and better results for forest were obtained
during the dry season, and in the savannah during the rainy. This class stood out due
to high levels presented and also results for the quantification of anthocyanins in
propolis not be common in the literature. The antioxidant activity determined by the
oxidation of B-carotene / linoleic acid system was observed during the rainy season in
forest areas, and in the savannah the highlight was the propolis collected during
drought. On the other hand, the capacity analysis activity by DPPH was higher in the
dry season, the two studied vegetation types. This activity by both methods was
significant, with very high values when compared to literature data. Pearson correlation
of phenolic compounds and flavonoids with antioxidant capacity was observed ranging
from moderate to strongly positive (r? = 0.5 to 1.0).

Keywords: Apis  mellifera.  Quantification.  Bioactive. = Climatic  periods.
Phytophysiognomies.
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1 INTRODUGAO

A apicultura é uma atividade de grande importancia para o setor produtivo, pois
estd entre as poucas que compreende o tripé da sustentabilidade: as areas
econdmica, social e ecoldgica. Esta se encontra em grande crescimento no Brasil por
ser opgao para a agricultura familiar, favorecendo o aumento de renda com pouco
investimento e sem causar danos ao ambiente.

A espécie Apis mellifera € a mais usada na apicultura por apresentar alto
rendimento, proporcionando ao homem o beneficio de produtos como: mel, prépolis,
geleia real, cera, pdlen e apitoxina. Especificamente, a prépolis, possui
caracteristicas fisicas resinosas e composi¢cdo, coloracdo e consisténcia bem
variadas, por isso € considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas
em fontes naturais. Os fatores que contribuem para a sua diversidade quanto a
constituicdo e caracteristicas sdo inUmeros, por isso a propolis é reportada como um
material de composi¢cdo complexa. Este produto apicola é intensamente influenciado
pela flora da regido, épocas de coleta, tipo de coletor, caracteristicas genéticas das
abelhas, além do manejo. Logo, estes exercem importancia sobre as propriedades
(fisicas, quimicas e bioldgica) encontradas na propolis.

As é&reas tropicais apresentam diversidade vegetal bastante ampla.
Provavelmente por isso, nessas regides as atividades bioldgicas da propolis sdo mais
variadas do que em qualquer outra. No Brasil, devido a essa particularidade, a
composicdo das amostras do referido produto apicola coletadas em diferentes partes
do pais sdo descritas com grande variacdo. Além disso, a diferenca sazonal também
pode influenciar na quantificacdo de alguns de seus componentes biologicamente
ativos, logo, também pode-se esperar que algumas atividades relacionadas a estes
compostos sejam similares em diferentes estacdes do ano (NUNES et al., 2009).

Apesar da grande procura do mercado pela prépolis, ainda existem poucos
estudos sobre a sua constituicdo quimica e atividade biologica. No estado de Roraima,
apesar do potencial para exploragdo apicola e do numero consideravel de apicultores
gue conduzem essa atividade na regido, as informacdes existentes sobre os produtos
apicolas, principalmente a propolis, sdo menores do que em outros estados
brasileiros, restringido os investimentos nessa area, nao restando outra alternativa aos

produtores a ndo ser a producao de mel.
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Nesse contexto, este trabalho destina-se a resolugdo da seguinte questéo: a
atividade antioxidante e a composi¢gao quimica da prépolis produzida por Apis
mellifera difere em areas de floresta e savana e de acordo com o periodo climatico?
Contudo, apresentaremos a seguir um breve historico sobre a apicultura no Brasil,
com énfase na producao de prépolis e ocorréncia deste produto no estado de Roraima.
Serdao também indicadas as classes dos compostos quimicos encontrados nas

amostras avaliadas nesta pesquisa, assim como as técnicas utilizadas.

1.1 APICULTURA NO BRASIL

O panorama do setor apicola brasileiro revela momentos bem definidos no
cenario agrario. Em 1839, a atividade apicola iniciou-se no Brasil, quando o padre
Anténio Carneiro trouxe algumas coldnias de abelhas da espécie Apis mellifera da
regiao do Porto, Portugal, para o Rio de Janeiro. Imigrantes europeus, posteriormente
introduziram outras ragas da mesma espécie, principalmente nas regides Sul e
Sudeste (SEBRAE, 2015a).

No ano de 1956, visando iniciar um programa de sele¢do e melhoramento
genético das abelhas no Brasil, foram introduzidas 33 rainhas africanas (A. mellifera
scutellata). No entanto, no ano seguinte (1957), enxamearam 26 colmeias, o que
originou o processo de africanizagao das abelhas no Brasil e na América (MARTINEZ;
SOARES, 2012).

Inicialmente, a agressividade dessas abelhas causou grande problema no
manejo dos apiarios, e por isso muitos apicultores abandonaram a atividade. Somente
na década de 70, apds o desenvolvimento de técnicas adequadas, a apicultura passou
a crescer e se expandir. Esse periodo foi tdo marcante para essa atividade, que em
1970 ocorreu o primeiro Congresso Brasileiro de Apicultura (SANFORD, 2005).

As abelhas africanizadas, além de muito produtivas, possuem tolerancia a
muitas pragas e doencgas e, no Brasil sdo as responsaveis pelo desenvolvimento
apicola do pais. Contudo, apesar da ressaltada atividade ter passado por varios

problemas, tornou-se uma boa op¢ao para os agricultores brasileiros.
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1.2 APICULTURA EM RORAIMA

Com caracteristicas de vegetacdo e clima favoraveis a produgdo de mel,
Roraima apresenta um grande potencial para a apicultura. Comparado a outros
estados, a produtividade no extremo norte do Brasil dura, em média, cinco meses a
mais do que no restante do pais. Por ano, cerca de trés colheitas s&o realizadas no
estado (PONTES, 2015).

Roraima é composto por 15 municipios, e desses, de acordo com o ultimo
censo de produgao da pecuaria municipal - 2012, quatro se destacaram no setor
apicola com a produgéo de mel, sendo eles, em ordem decrescente: Boa Vista (40 t),
Mucajai (34 t), Canta (27 t) e Bonfim (25,3 t). A produgcdo de mel em 2012 foi
fortemente afetada pela falta de floragdo devido a seca, e quedas sensiveis foram
verificadas na producao de mel de abelha, -19,3% (IBGE, 2015a).

Baseando-se no exposto acima, para a diversificacdo dos produtos apicolas e
desenvolvimento da apicultura como um todo em Roraima, faz-se necessario verificar
se 0s municipios com melhor aptidédo para producédo de mel tém a mesma capacidade
para produzir outros géneros apicolas, inclusive a propolis. E além disso, analisar se
as condicdes no entorno dos apiarios contribuem para isto, principalmente, a
vegetacao e o clima.

Em razao da forte e crescente demanda por produtos naturais, o mercado
interno e externo de produtos oriundo da apicultura tem chamado a atencédo de
agentes ligados ao setor da agroindustria, tanto privados como publicos, e casos de
sucesso tem sido mostrados na midia nacional. Roraima, por sua vez, apresenta
potencial para alcangar esse sucesso. No entanto, apesar do estado apresentar
muitas vantagens para o desenvolvimento do setor apicola, estas ainda precisam ser

melhor exploradas.

1.3 VEGETACAO E CLIMA DE RORAIMA

A apicultura no estado de Roraima € beneficiada com o bioma Amazdnia (IBGE,
2015b). Este, nos periodos climaticos considerados tipicos, ou seja, com
aproximadamente seis meses de seca e de chuva, apresenta época de floradas com

duragdo superior a meio ano ininterrupto em algumas areas.
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Na composicao vegetal de Roraima predominam basicamente florestas umidas,
na parte sul e norte-noroeste, representadas pelas unidades fitoecoldgicas: Floresta
Ombrofila Densa, Ombrdfila Aberta, Estacional e Ombrofila Aluvial. O referido estado
apresenta um espectro que varia desde as florestas de terra firme até aquelas de
planicies aluviais periodicamente alagadas. As matas aluviais estdo restritas as
varzeas dos principais cursos de agua, bem como a algumas areas alagadas da regido
sudoeste, estas intercaladas com as feicdes de campinarana e de formacgdes
pioneiras. Ja a parte central e norte-nordeste de Roraima s&o representadas por areas
de savanas em suas mais diversas feigdes (IBGE, 2012; FLONARR, 2015).

Florestas sdo um conjunto de sinusias dominado por faneroéfitos de alto porte,
com quatro estratos bem-definidos: herbaceo, arbustivo, arvoreta/arbéreo baixo e
arboreo. Caracterizam-se pelo adensamento de arvores altas, com redugdo da
quantidade de luz que chega ao solo, o que limita o desenvolvimento de herbaceas e
arbustivas (IBGE, 2012).

Savana ou cerrado é uma vegetagao xeromorfa que ocorre sob distintos tipos
de clima. Em algumas partes do Brasil, recebe nomes locais. No caso de Roraima é
conhecida como “lavrado”. As feicbes de savanas, que dominam a parte central e
norte-nordeste do estado, apresentam-se em quatro subgrupos de formacao:
florestada, arborizada, parque e gramineo-lenhosa. Ja no extremo norte de Roraima
observa-se a feicao caracterizada como estépica, nas formas arborizada e parque
(IBGE, 2012; FLONARR, 2015).

Em relagdo ao clima de Roraima, este varia de acordo com cada regiéo,
limitando-se a dois periodos climaticos: seco e chuvoso. De acordo com o INPA (1997)
e com o Koppen Climate Classification (2016), o clima no estado é representado por
trés grupos climaticos (Af, Am e Aw).

A regiao sul de Roraima é caracterizada por areas de florestas tropicais Umidas
em relevo de planicie e baixos platds, predominando o tipo climatico “Af”, com elevado
indice anual de precipitacdo (> 2.000 mm) e pouca variagdo ao longo dos anos. A
variacao entre os meses também é pequena, embora seja possivel identificar meses
com indices pluviométricos abaixo da média (INPA, 1997; KOPPEN CLIMATE
CLASSIFICATION, 2016).

Ao nordeste do estado, o tipo climatico predominante é o “Aw”. Nessas areas o
periodo seco é definido em quatro meses do ano, englobando em geral, 0s meses

entre dezembro e marco. Em média, 10% da precipitacdo anual ocorre nesse periodo,
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0 que determina uma distribuicdo desigual das chuvas (INPA, 1997; KOPPEN
CLIMATE CLASSIFICATION, 2016).

Por fim, o tipo climatico “Am” se estabelece em um corredor florestal que sofre
influéncia das savanas, floresta imida e dos altos relevos do norte de Roraima, ou
seja, € um intermediério entre os tipos “Aw” e “Af”. Possui periodo seco definido, mas
menos intenso do que “Aw”. A quantidade anual de chuvas (1.700 — 2.000 mm) é
menor que “Af’, porém a frequéncia € maior e melhor distribuida ao longo do ano em
relagdo a “Aw” (INPA, 1997; KOPPEN CLIMATE CLASSIFICATION, 2016).

1.4 PROPOLIS

De acordo com a Instrugdo Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001, prépolis
€ o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsamicas colhidas pelas
abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nos quais os referidos insetos
acrescentam secre¢des salivares, cera e pdlen para elaboracdo final do produto.
Basicamente, sdo compostas de 55% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10% de
Oleos volateis e 5% de pdlen, variando as propor¢des conforme a origem. Sua
coloracdo varia entre amarelada, parda, vermelha, verde, cinza e marrom (BRASIL,
2001).

O nome prépolis é derivado do grego pro: em defesa de; e polis: a cidade. Esse
material é utilizado pelas abelhas na protecéo e assepsia da colmeia, fechamento de
buracos e frestas, protegao contra insetos externos, mumificagao de suas carcacas e
de invasores, e também ¢é usada na prevengao do crescimento de microrganismos
(MIGUEL et al., 2014).

A propolis é o produto apicola mais estudado na atualidade em todo mundo.
A composicdo e atividade biolégica sdo parametros utilizados para sua
caracteriza¢éo, englobando grupos quimicos. Ja foram identificados varios compostos
como acidos graxos, compostos fendlicos, flavonodides, triterpenos, esteroides,
hidrocarbonetos, aminoéacidos, etc (MIGUEL et al., 2014).

O supracitado produto apicola também apresenta varias
atividades farmacoldgicas e as pesquisas tém demonstrado efeitos positivos dos
extratos do referido composto sobre algumas acgbes, dentre elas: antibacteriana,
antioxidante (CABRAL et al., 2009), anticancerigena, anti-HIV (PARK et al., 2000),
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antimutagénica, antifingica, anti-inflamatoria, antiviral, antiprotozoario (PINTO;
PRADO; CARVALHO, 2011). No entanto, mesmo que presentes em alguns tipos de
prépolis, os constituintes responsaveis por essas atividades podem variar em seus
teores.

N&o so o Brasil, mas vérios paises tém realizado estudos com a finalidade de
analisar os fatores que podem levar a diversificacbes da propolis. Artigos tém sido
publicados acerca da composicédo da prépolis e os varios fatores que interferem na
sua qualidade e quantidade produzida, sendo alguns desses: tipo de vegetacao,
estacBes do ano, e seu estado fisico (SOUZA et al., 2010).

A composicdo da propolis depende da sua origem boténica, e as suas
propriedades biolégicas também estédo ligadas a essa procedéncia. Isso faz com que
a importancia de estudos individualizados dos locais dos apiarios mereca destaque.

Park, Ikegaki e Alencar (2000) coletando amostras de propolis em trés regides
do Brasil, identificaram os 12 grupos deste produto encontrados na classificagéo
brasileira, sendo cinco grupos na regido sul (amarelo, castanho claro, castanho escuro
e marrom esverdeado), na regido nordeste seis grupos (marrom avermelhado,
marrom esverdeado, castanho escuro, amarelo e amarelo escuro) e um grupo na
regido sudeste (verde ou marrom esverdeado). Recentemente, também na regido
nordeste, Daugsch et al. (2006) encontraram um novo grupo de propolis (a vermelha),
presente em colmeias situadas ao longo dos rios e litoral nordestino, que por sua vez
foi classificada como propolis do grupo 13. Com relagdo aos grupos do referido
produto apicola presentes na regido norte, as informagdes ainda séo incipientes.

Apesar da classificacdo das prépolis brasileiras, ha pesquisas relatando que
sua composicao quimica pode variar de acordo com a sazonalidade regional, o que
pode influenciar no seu potencial. Estudos que discorrem acerca desse efeito sazonal
concluem que este é um ponto muito importante para a caracterizagdo da prépolis,
pois as diferentes temperaturas referentes a cada regido influenciam na sua
composicéo quimica (SIMOES-AMBROSIO et al., 2010). Este tipo de estudo também
orienta o calendario apicola, ajustando a produgédo e direcionando o manejo.

Em geral, a propolis ndo é utilizada como matéria-prima, e sim como extrato
obtido a partir de solventes. No entanto, no Brasil ainda n&o existe legislacdo para
regular nem a prépolis bruta, nem seus extratos, mas o Ministério da Agricultura e
Abastecimento - MAPA criou um regulamento técnico de identidade e qualidade de

propolis e extratos de propolis, visando estabelecer a identidade e as condicbes
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minimas de qualidade que a propolis destinada ao comércio nacional e internacional
deve atender (BRASIL, 2001).

1.4.1 Prépolis no Brasil e sua comercializagao

O interesse das pessoas por produtos que tragam beneficios a saude vem
aumentando com o passar dos tempos. Por isso, os de origem natural estdo sendo
cada vez mais requisitados, e 0s apicolas se encaixam perfeitamente nesses anseios.

Nos ultimos anos, uma grande quantidade de marcas de produtos naturais tem
utilizado a prépolis na composicéo de seus produtos, como: balas, chocolates, doces,
cha, protetor solar, gel pos-barba, xampus, cremes para pele, solu¢des antissépticas,
creme dental, sabonetes, batom, spray bucal, xaropes, etc (LENGLER, 2014). A
auséncia de uma marca forte no setor de propolis acaba resultando nesse atual
mercado bastante pulverizado, com muitas marcas concorrentes.

O Brasil encontra-se em segundo lugar como produtor mundial de prépolis,
sendo superado apenas pela China. Das quase 800 toneladas de prépolis consumidas
no mundo anualmente, o Brasil responde por aproximadamente 170 toneladas, sendo
que dessa quantidade, 80% sao demandados ao mercado japonés (ARANTES,
2014). O maior produtor de propolis no Brasil € o estado de Minas Gerais, mas o pais
ja possui mais de 10.000 produtores de prépolis espalhados por suas diferentes
regies. Anualmente sdo exportados em torno de US$ 30.000.000,00 do produto na
forma de extrato alcodlico ou aguoso, encapsulado ou associado a outros vegetais
também antioxidantes ou simplesmente na forma bruta (SEBRAE, 2015b).

Segundo Martinez e Soares (2012) o setor apicola no Brasil tem mostrado
tendéncia ao crescimento, 0 que estimula os apicultores a aumentarem suas
producdes. Por isso, torna-se importante a profissionalizacdo daqueles que estéo
envolvidos direta e indiretamente com a apicultura, para que se possa atender as
expectativas quanto aos niveis e padrdes produtivos e de qualidade estabelecidos
pelos paises importadores, ndo apenas de propolis, mas dos produtos apicolas em

geral.
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1.4.2 Fatores que podem atuar sobre as caracteristicas da prépolis

Pesquisas com propolis em varias regides do Brasil e do mundo tém sido
realizadas com a finalidade de analisar os fatores que podem causar variacdo em suas
caracteristicas (SOUZA et al., 2010). Popova et al. (2004) comentam que o tipo de
propolis produzida pelas abelhas depende das resinas das plantas disponiveis nas
diferentes regides, por isso sua composi¢cao quimica € altamente variavel. No Brasil a
propolis verde produzida na regido sudeste tem como origem boténica a Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae), que apresenta qualidade fisico-quimica e acéo
antimicrobiana (FUNARI; FERRO, 2006). J4 a vermelha, produzida no nordeste
possui como principal origem botanica a Dalbergia ecastophyllum (Fabaceae) e
apresenta as atividades antioxidante e antibacteriana (DAUGSCH et al., 2008).

Barth et al. (2013) nos resultados de suas pesquisas discorrem sobre o quanto
a fitogeografia influéncia nas caracteristicas da propolis e que isso pode explicar as
variacfes de compostos quimicos entre elas. Além disso, a amplitude das atividades
da propolis € maior em areas tropicais do planeta, refletindo a diversidade vegetal
destas regides (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000). Devido a essa variedade
de vegetacdo as propolis brasileiras puderam ser agrupadas em grupos distintos, de
acordo com a composicdo quimica e atividades bioldgicas (PARK; IKEGAKI;
ALENCAR, 2000).

Castro et al. (2007), demonstraram que a atividade antibacteriana nas prépolis
pode variar ndo s6 em funcdo da vegetacdo, mas também do periodo de coleta e da
sazonalidade local. Os mesmos verificaram que a sazonalidade influenciou na
atividade de suas amostras. Isso ocorreu, provavelmente, devido a alteragdo na
concentragdo de compostos bioativos oriundos das fontes vegetais coletadas pelas
abelhas.

A sazonalidade é um fator bastante relacionado as diferengas na constituicdo
das prépolis (SFORCIN et al., 2001). A coleta da propolis no Brasil € realizada durante
todo ano, devido ao clima tropical, isso acontece porque a oscilacdo das temperaturas
nao é extrema, possibilitando que as abelhas saiam da colmeia para coletar resina
para producgao da propolis. Por outro lado, as abelhas oriundas do hemisfério Norte
coletam resinas somente no verao, incluindo o final da primavera e inicio do outono,

totalizando aproximadamente quatro meses apenas, considerando que nos meses de
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frio intenso as abelhas ndo saem das colmeias para coletar material para a produgao
da propolis (BANKOVA et al., 1998).

A variagdo sazonal pode levar a diminuicdo ou aumento de alguns
componentes biologicamente ativos. Sendo assim, estima-se que atividades
bioldgicas relacionadas a esses compostos sejam diferentes nas estagdes do ano
(NUNES et al., 2009).

N&o s6 no Brasil, mas em outros paises, estudos foram realizados para verificar
0s possiveis fatores que ocasionam diferencas na constituicdo das propolis. Salatino
et al. (2005) comentam que as propolis de regides temperadas como o oeste da Asia,
Europa e América do Norte, possuem composicao quimica semelhantes entre si, mas
se diferenciam quando comparadas as prépolis de regibes tropicais devido as
diferencas ndo apenas de vegetacao e clima, mas também a genética das abelhas.

O fator genético ndo é tado estudado quanto a vegetagao e sazonalidade, mas
pesquisas apontam que o mesmo também pode influenciar na constituicdo das
propolis. Dessa forma, a genética das abelhas pode influenciar em suas preferéncias
por uma determinada fonte vegetal.

Ikegaki (2001) e Silva et al. (2006) observaram em seus respectivos estudos
que abelhas colocadas em um mesmo apiario produziram prépolis de constituicao
quimica diferente. Este fato, provavelmente ocorreu pelas abelhas terem, no cédigo
genético, um ou mais grupos de genes que codifique a informacéo, sugerindo o tipo
de vegetacao que deva ser visitada. Por isso, € possivel supor que mesmo abelhas
habitando locais completamente distintos, apresentem o mesmo comando genético
que as faca procurarem determinadas espécies de plantas fazendo delas insetos
seletivos na coleta, e assim, originando prépolis de mesma composicao.

Muitos autores ressaltam a importancia de estudos nas diferentes localidades
onde ha producao de propolis, devido cada regido apresentar suas particularidades
de clima, vegetacao, dentre outros. Portanto, mais estudos devem ser realizados
levando em consideracdo a maior quantidade de fatores possiveis para que mais

respostas possam ser dadas em relagdo a constituicdo desta matéria prima.
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1.5 COMPOSTOS FENOLICOS

A principal classe de constituintes da prépolis € a dos compostos fendlicos, em
termos de acdo farmacologica. Essas substancias caracterizam-se por apresentar
benzeno com um ou mais substituintes hidroxilico e possuirem estrutura quimica
variavel (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007), dando origem a varias classes

de compostos, apresentados no quadro 1.

Quadro 1 - Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com a estrutura basica

Esqueleto basico Classe de compostos fendlicos

C6 Fenois simples, benzoquinonas

C6-C1 Acidos fendlicos

C6-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos

C6-C3 Fenilpropanoides: 4cidos cinamicos e compostos
analogos, fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e
cromonas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavonoides

(C6-C3)2 Lignanas

(C6-C3-C6)2 Diflavonoides

(C6)n Melaninas vegetais

(C6-C3)n Ligninas

(C6-C)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: Carvalho, Gosmann e Schenkel (2007).

Dentre os compostos bioativos, os fendlicos apresentam-se como um grupo de
grande interesse, e representam os principais compostos secundarios, amplamente
difundidos nas plantas e microorganismos. Nos alimentos, esses compostos
contribuem para a coloracdo, aroma, estabilidade oxidativa e adstringéncia
(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2007).

Flavonoides seguido dos acidos fendlicos sdo dois dos varios compostos
fendlicos encontrados em prépolis (Figura 1). Estudos recentes (MARCUCCI;
WOISKY; SALATINO, 1998; NASCIMENTO et al., 2007) apontam que a propolis
produzida no Brasil apresenta quantidades de acidos fendlicos bem maiores do que
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as de flavonoides, e esse talvez seja o porqué da enorme preferéncia do mercado

internacional em relacao a propolis brasileira.

Figura 1 - Fendlicos comumente encontrados nas propolis brasileiras

COOH
CH=CH—COOH
OH OH
OH OH
Acido gélico Acido p-cumaérico

CH=CH—COOH CH=CH—COOH

HO HsC
OH OH

Acido cafeico Acido ferrulico

A caracterizacao dos compostos fendlicos é realizada por meio de analises dos
fendlicos totais, pela quantificagdo individual ou de apenas um grupo de compostos.
Devido a variacdo da solubilidade dos fendlicos, para se realizar a extracdo dos
mesmos utiliza-se diferentes solventes, dentre eles os mais utilizados sdo: metanol,
etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e combinagdes
entre eles (SOUZA-SARTORI et al., 2013). Para a quantificacdo dos referidos
compostos foram desenvolvidas diferentes técnicas espectrofotométricas, no entanto,
em propolis, o método Folin-Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927), por ser mais

sensivel aos fendis e diminuir a tendéncia a precipitacdo, tem sido o mais utilizado.

1.6 FLAVONOIDES

Nas prépolis brasileiras, os flavonoides comumente encontrados (Figura 2) séo:

canferol, quercetina, isorramnetina e galangina (flavondis); apigenina, luteolina,
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crisina e tectocrisina (flavonas); pinocembrina (flavanona) e pinobanksina

(diidroflavonol).

Figura 2 - Flavonoides comumente encontrados nas propolis brasileiras

Canferol Quercetina

Isorramnetina

Crisina Pinocembrina
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Em relacédo a identificagéo e quantificagéo de flavonoides em produtos naturais,
existem diferentes métodos para se obter resultados. Porém, a maneira mais precisa
€ através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Por outro lado, quando
se trata de controle de qualidade, € conveniente a utilizacdo de técnicas mais simples
e baratas porque, em geral, nesses casos sd0 necessarios procedimentos que
permitam a andlise rapida de muitas amostras. Portanto, uma das técnicas que se
adequam nesse contexto € a determinacdo de flavonoides por espectrometria no
ultravioleta - UV (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998).

O cloreto de aluminio (AICI3) é utilizado como um reagente em espectrometria
UV para determinar o teor de flavonoides. Sua utilizagdo se baseia na reacédo do
cloreto de aluminio com as flavonas e flavondis, formando complexos estaveis com o
cation aluminio, Al (lll), a carbonila e a hidroxila no flavonoide, provocando assim
uma absorbancia em maior comprimento de onda e uma notavel mudanca de
coloracéo (POPOVA et al., 2004).

O 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) também ¢é utilizado como reagente em
espectrometria UV na quantificacdo de flavonoides, especificamente para flavanonas
e diidroflavonois. Este método baseia-se na reacdo do DNP com as carbonilas de
cetonas e aldeidos para formar 2,4-dinitrofenilidrazonas (CHANG et. al, 2002). Outros
métodos que nao se utilizam de curva de calibragdo também sao utilizados para a
determinacao de diferentes subclasses de flavonoides, como é o caso das

antocianinas onde pode ser empregado solucdes extratoras (ARAUJO et al., 2007).

1.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Oxidacédo nada mais € do que o processo de perda de um ou mais elétrons para
outra substancia, e a transferéncia desses elétrons € fundamental para que as células
do organismo sobrevivam. No entanto, o resultado disso € a producéo de radicais
livres e outros que podem ocasionar danos oxidativos (ALVES et al., 2010).

Radicais livres sdo moléculas produzidas durante os processos metabdlicos, e
assim como muitos composto estes também possuem diferentes papéis no organismo
como, por exemplo, a producédo de energia. Por outro lado, o excesso desses radicais
apresenta efeitos deletérios, como mutacdo do material genético, processo de

envelhecimento e degradacdo do tecido vivo, podendo causar nos seres humanos
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doencas como: Alzheimer e Parkinson, entre outras. Para combater os radicais livres,
0os organismos produzem substéncias chamadas de antioxidantes, que também
podem ser obtidas de fontes externas, através de alimentos e bebidas. A propolis,
por sua vez, vem sendo estudada como alternativa para combater esse processo de
oxidacéo (ALVES et al., 2010; PARK et al., 2014).

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo moléculas capazes de retardar
ou impedir o dano oxidativo no substrato. No que se refere ao mecanismo de combate
aos radicais livres, eles podem ser classificados em: primario ou secundario. Outra
classificacdo divide os antioxidantes em: sintéticos e naturais, sendo este ultimo
substancias bioativas como: organosulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem parte
da constituicdo de muitos alimentos (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014).

Para ser considerado um bom antioxidante, algumas caracteristicas sao
necessarias, como: ter a presenga de substituintes doadores de elétrons ou de
hidrogénio ao radical; capacidade de deslocamento do radical formado em sua
estrutura; e capacidade de sequestrar metais de transicdo implicados no processo
oxidativo (SUCUPIRA et al., 2012). A atividade antioxidante de derivados vegetais tem
sido avaliada por diferentes métodos: colorimétricos, biolégicos e eletroquimicos,
entre outros métodos instrumentais, como: cromatografia de camada delgada - CCD,
cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE, bem como sistemas de inje¢cdo em
fluxo - FIA (BORGES et al., 2011).

A capacidade antioxidante pode ser expressa por meio de varios parametros,
incluindo a captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH. Esse método € um
dos mais utilizados para determinar a capacidade antioxidante in vitro. O método de
branqueamento de B-caroteno, usado na avaliagdo do nivel de inibicdo dos radicais
livres gerados durante a peroxidacao do acido linoleico, também é bastante conhecido
(SUCUPIRA et al., 2012).

1.7.1 Método do radical DPPH

Entre os muitos métodos disponiveis para se analisar os antioxidantes, o radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) é bastante utilizado em estudos de compostos
naturais, como a proépolis. Este € um método quimico aplicado para determinar a

capacidade antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres, sendo um dos
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mais utilizados, pois ele é considerado um método rapido, pratico, reprodutivo e com
boa estabilidade (SUCUPIRA et al., 2012).

De acordo com Borges et al. (2011) a molécula de DPPH é caracterizada como
um radical de nitrogénio organico considerado livre, de coloracdo purpura e estavel
em virtude da deslocalizacédo do elétron desemparelhado por toda a molécula. A cor
purpura € perdida quando um radical de hidrogénio doado por um composto
antioxidante entra em ressonancia com a molécula de DPPH. A acdo desse
antioxidante faz com que o DPPH seja reduzido a difenil-picril-hidrazina, de coloragéo
amarela, com consequente queda da absorbancia (Figura 3). Por sua vez, a redugéo
do DPPH é monitorada por esse decréscimo durante a reacao, e a partir dos dados
gerados, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante e/ou de DPPH

restaram no meio reacional.

Figura 3 - Reacdo entre o radical livre DPPH e uma molécula antioxidante

SWe Swe

N
+RH — > NH + R
O:N NO, OzN NO.
NO, NO,
Radical DPPH DPPH Reduzido
Cor violeta Cor amarela

1.7.2 Método de auto oxidagcdo do B-caroteno/acido linoleico
O método de auto oxidacdo do B-caroteno/acido linoleico € comumente
utilizado para determinar a capacidade antioxidante in vitro de alguns compostos,

inclusive de extratos de propolis. Este é realizado em comprimento de onda de

aproximadamente 470 nm, baseado na leitura da descoloracio da solugao preparada
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com B-caroteno e acido linoleico em meio aquoso. Essa descoloragédo ocorre devido
as estruturas radicalares formadas pela oxidacdo do acido linoleico, atacarem as
duplas ligagbes do B-caroteno, assim, perdendo seu croméforo e resultando na
descoloragao do pigmento alaranjado, caracteristico da solugédo. O acido linoleico &
protegido pela presenga de antioxidantes no sistema, prolongando o periodo de
formacgao dos radicais. Portanto, o método avalia a atividade de inibicdo de radicais

livres gerados durante a peroxidagao do acido linoleico (SUCUPIRA et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

Diante da grande potencialidade de estudos com propolis e a falta de dados

sobre este produto no estado de Roraima, este trabalho possui os seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a propolis produzida em Roraima por Apis mellifera em areas de
floresta e savana e em periodos de chuva e seca, com base na composi¢ao quimica

e atividade antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a produgao de propolis;

Determinar o teor de fendlicos e flavonoides;

Avaliar o potencial antioxidante da propolis por diferentes técnicas;

Verificar a correlagao do teor de fendlicos e flavonoides na atividade antioxidante.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com estudos da composicdo quimica e
atividade antioxidante de prépolis proveniente de diferentes areas de Roraima. Todas
as analises foram realizadas no laboratério de Biotecnologia e Quimica Fina
(Departamento de Quimica). Neste capitulo serdo apresentados 0s principais
materiais e equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho, bem como as

metodologias experimentais empregadas.

3.1 COLETAE LOCALIZACAO

As amostras de propolis foram coletadas entre o periodo de 2015 e 2016 em
seis apiarios de abelhas Apis mellifera localizados em diferentes regides do estado de
Roraima. E os quadros coletores de prépolis utilizados foram do tipo cobertura,
medindo 50 x 30 cm e com duas aberturas de 1,5 cm nas laterais de maior
comprimento. Colocou-se os coletores entre a melgueira e o ninho de cada uma das

colmeias (Figura 4).

Figura 4 - Posicao dos quadros coletores de prépolis nas colmeias de Apis mellifera

Os coletores de propolis foram colocados em cada um dos seis pontos de coleta
na segunda quinzena do més de abril de 2015 e foram retirados em setembro do

mesmo ano para a obtencédo das amostras de propolis referentes ao periodo chuvoso.
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Uma vez as amostras coletadas dos quadros, os mesmo retornaram as colmeias nos
pontos de coleta e na segunda quinzena de janeiro de 2016 foram retiradas as
amostras referentes ao periodo seco. Desta forma, a coleta da prépolis dos quadros
foi realizada em intervalos de aproximadamente quatro meses utilizando a técnica

convencional de raspagem (Figura 5).

Figura 5 - Coleta de propolis dos quadros coletores através de raspagem com espatula
inox

As laterais de cada quadro coletor de propolis, originalmente abertas, foram
modificadas, ou seja, fechadas com fita adesiva transparente (Figura 6). O objetivo
dessa vedacao foi estimular as abelhas a fechar rapidamente as frestas do coletor
usando a propolis, para evitar a interferéncia de eventos externos (entrada de
invasores, poeira, ventos fortes) e, também para a obteng¢do de placas de prépolis
com poucas impurezas.

No entanto, um més apos a colocacdo dos quadros com a adaptagao citada,
verificou-se que as abelhas nao estavam produzindo prépolis, provavelmente devido
ao periodo chuvoso com precipitacdo reduzida na regido, o que levou a escassez de
agua, e consequentemente de alimentos para as abelhas. E também devido a
manutencio da temperatura interna da colmeia proporcionado pela vedacgao lateral
dos quadros.

Devido ao insucesso na coleta de propolis, foi realizada outra adaptacao nos
quadros coletores: colocou-se “talos” finos de buriti (Mauritia flexuosa) no lugar da fita
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adesiva, de forma que os mesmos preenchesse metade das aberturas laterais (Figura
7). A diminuigdo desses espacgos induziu as abelhas a preenche-los com propolis.
Acredita-se que, como a abertura foi vedada, a luz solar e o vento que adentravam as
colmeias instigou as abelhas a realizar a vedagao da abertura com propolis para

manter a temperatura interna das colmeias e dificultar a entrada de predadores.

Figura 6 - Coletor de prépolis de cobertura adaptado com fita adesiva transparente

Figura 7 - Coletor de préopolis de cobertura adaptado com “talos” de buriti (Mauritia
flexuosa)

Os coletores foram colocados de maneira aleatéria em cinco colmeias de cada
um dos seis apiarios com as fitofisionomias desejadas para a pesquisa. As cinco sub
amostras provenientes de cada apiario foram unificadas para a obtengdo de seis

amostras compostas. Trés dos apiarios estao localizados em areas de savana: dois
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em Boa Vista (Figuras 8 e 9) e um no Bonfim (Figura 10). Os outros trés estao
localizados em areas de floresta, um em cada municipio: Boa Vista (Figura 11),

Mucajai (Figura 12) e Caracarai (Figura 13).

Figura 8 - Localizagao geografica do apiario situado no municipio de Boa Vista — regido
do Monte Cristo: area de savana. Coordenadas: N 02°52’08.5” / W 060°42’'58.8”

Fonte: Google maps (2015).

Figura 9 - Localizag&o geografica do apiario situado no municipio de Boa Vista —regido
do PA Nova Amazdnia: a area de savana. Coordenadas: N 03°06'14.3” / W
060°51’32.5”

Fonte: Google maps (2015).
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Figura 10 - Localizagao geografica do apiario situado no municipio de Bonfim — regido
da Confianca: area de savana. Coordenadas: N 02°56°00.0” / W 060°21°27.6”

Fonte: Google maps (2015).

Figura 11 - Localizagcdo geografica do apiario situado no municipio de Boa Vista —
regido do Alvorada: area de floresta. Coordenadas: N 02°42'34.2" / W 060°44'37.1"

Fonte: Google maps (2015).
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Figura 12 - Localizagao geografica do apiario situado no municipio de Mucajai — regido
do Tamandaré: area de floresta. Coordenadas: N 02°27°01.4” / W 060°54°'27.9”

Fonte: Google maps (2015).

Figura 13 - Localizagdo geografica do apiario situado no municipio de Caracarai —
regidao do Novo Paraiso: area de floresta. Coordenadas: N 01°16'06.2" / W
060°21'31.4"

Fonte: Google maps (2015).

A coleta das amostras de prépolis foi realizada in loco respeitando as condi¢des
de higiene necessarias para evitar a contaminagao do material, e ainda in natura foram
submetidas a limpeza manual, onde retirou-se qualquer tipo de material estranho
antes de armazena-las em recipiente de vidro higienizado e identificado.

As amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Biotecnologia e
Quimica Fina, onde foram pesadas (Figura 14), e em seguida identificadas (Quadro
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2). Apods, as amostras foram devidamente armazenadas sob refrigeragao a -18 °C até

a preparacao dos extratos.

Figura 14 - Pesagem da proépolis in natura acondicionada em recipiente de vidro

Quadro 2 - Codificagao utilizada para identificagao dos locais de coleta de prépolis

FITOFISIONOMIA LOCAL CODIGO
Boa Vista (Alvorada) BVA
Eloresta Mucajai (Tamandaré) MJ
Caracarai (Novo Paraiso) CR
Boa Vista (PA Nova Amazénia) BVM
Savana Boa Vista (Monte Cristo) BVC
Bonfim (Confianga) BF

3.2 EXTRACAO

As amostras de propolis foram separadas para extragao etandlica e posteriores

analises, conforme a figura 15.
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Figura 15 - Esquema da extragéo etandlica realizada com as prépolis coletadas

[ PROPOLIS ]

Etanol 96%

[ Extratos etanolicos ]

[ Quantificagao ] [ Atividade antioxidante ]

("Fensis ) I b
Fenois [ Flavonoides ] p-caroteno/

acido linoléico

3.2.1 Obtengao dos extratos etandlicos

As seis amostras de prépolis in natura obtidas nos periodos seco e chuvoso
foram armazenada por 48h sob refrigeragcao a -18 °C. Logo apds foram maceradas,
separadamente, com o auxilio de gral e pistilo (Figura 16) e, devidamente
identificadas.

Em erlenmeyer’s de 125 mL foram colocados 2 g de prépolis e adicionados 100
mL de etanol P.A., no entanto, houveram excec¢des: devido a baixa produgao de
propolis de BF no periodo chuvoso (0,62 g) foi necessaria a adicao de um volume
proporcional de solvente a amostra, 50 mL. No periodo seco, mesmo a amostra MJ
tendo apresentado uma produgéo de 1,64 g, foram adicionados 100 mL de solvente
como nas demais amostras.

Em seguida, realizou-se a extragcao sob agitacdo em incubadora Shaker (230

rom/min) a 35°C, por seis horas. Apds a agitagao, os erlenmeyer’s com as solugdes
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foram envoltos por papel aluminio e mantidos ao abrigo da luz por quatro dias.
Posteriormente, as solugdes foram agitadas manualmente e filtradas com o auxilio de
funil e algodao para um baldo volumétrico de 100 mL. O volume dos balbes foi
completado com o etanol e a solugao transferida para frascos ambar de 100 mL,

devidamente identificados e mantidos sobre refrigeracéo a -18°C.

Figura 16 - Propolis bruta em processo de maceragao

3.3 ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS

As analises relacionadas ao teor de fendlicos, flavondides e atividade
antioxidante foram realizadas em um espectrofotémetro UV-visivel da Shimadzu,
modelo UV-mini 1240.

3.3.1 Teor de fendlicos

O teor de fendlicos dos extratos etandlicos foi determinado de acordo com o
método usando o reagente Folin-Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEU, 1927). Os
resultados foram expressos em mg de acido galico/g de propolis.
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3.3.1.1 Curva de calibracao

A curva de calibracao foi construida a partir de uma solugéo estoque de acido
galico (FOLIN; CIOCALTEU, 1927; PONTIS et al., 2014). Pesou-se 1 mg de acido
galico, acrescentou-se metanol P.A para dissolver, transferiu-se a mistura para um
baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o solvente. Desta solucéo,
pipetou-se aliquotas crescentes (10, 20, 30, 40 e 50 yL) em baldes volumétricos de 5
mL, adicionou-se 300 uL do reagente de Folin-Ciocalteu, 2 mL de solugdo aquosa de
carbonato de sddio (15%) e completou-se o volume final com agua destilada. As

absorbancias foram lidas em espectrofotometro UV-visivel a 798 nm (Apéndice 1).

3.3.1.2 Doseamento das amostras

O doseamento das amostras foi realizado de acordo com o periodo da coleta e
suas aliquotas foram adequadas a curva de calibragdo. Para as amostras referentes
ao periodo chuvoso, misturou-se em baldes volumétricos de 5 mL aliquotas de 100 uL
da solugao dos extratos preparados anteriormente, 300 puL de Folin-Ciocalteu e 2 mL
de solugédo aquosa de carbonato de sddio (15%) e completou-se o volume final com
agua destilada. O mesmo procedimento foi realizado para as amostras BVA, BVC e
MJ referentes ao periodo seco, no entanto, as aliquotas utilizadas das solugdes dos
extratos foram de 50 pL.

Devido a maior concentracao de fendlicos presentes nas amostras BF, BVM e
CR referentes ao periodo seco estas tiveram um tratamento diferenciado. Em balbes
volumétricos de 10 mL colocou-se 1 mL das solugdes dos extratos e completou-se o
volume com etanol P.A. Desta solucao diluida, pipetou-se para um baldo volumétrico
de 5 mL aliquotas de 100 yL para as amostras BF e BVM, e de 200 pL para CR. Em
seguida acrescentou-se 300 uL do reagente de Folin-Ciocalteu e 2 mL de solugao
aquosa de carbonato de sédio (15%). O volume final foi completado com agua
destilada.

O branco das amostras foi constituido por 300 pL do reagente de Folin-
Ciocalteu, 2 mL de solugéo aquosa de carbonato de sédio (15%) e o volume do balao
de 5 mL completado com agua destilada. As amostras foram mantidas ao abrigo da

luz por duas horas, posteriormente foram centrifugadas por dez minutos a 3600
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rom/min., e em seguida realizada a leitura de suas absorbancias em

espectrofotdbmetro UV-visivel a 798 nm (Apéndice 2).

3.3.2 Teor de flavonoides

O teor de flavonoides totais foi determinado com o somatério dos resultados de
trés métodos espectrofotométricos: um deles utilizado para determinar flavonas e
flavonois, um usando o reagente 2,4-dinitrofenilidrazina para determinar flavanonas e
diidroflavondis e o outro para quantificar antocianinas. Foram realizados ensaios de
doseamento das amostras e os resultados foram expressos em mg de quercetina/g
de propolis para flavonas e flavondis, mg de pinocembrina/g de prépolis para
flavanonas e diidroflavonois e mg de antocianinas/100 g de propolis para antocianinas
(PONTIS et al., 2014).

3.3.2.1 Teor de flavonas e flavonois

O teor de flavonas e flavonais foi determinado pelo método espectrofotométrico
usando cloreto de aluminio - AICIs (DOWD, 1959; PONTIS et al., 2014).

3.3.2.1.1 Curva de calibragéo

A curva de calibracao para a analise foi construida a partir da quercetina: uma
solugdo aquosa de AICIs a uma concentragédo de 5% foi preparada em balao
volumétrico de 100 mL e a solugédo etandlica de quercetina a 1 mg/mL em baldo
volumétrico de 10 mL. Em seguida, transferiu-se aliquotas crescentes da solug¢ao de
quercetina (10, 15, 20, 25 e 30 pL) para baldes volumétricos de 5 mL, acrescentou-se
3 mL de solugéo de AICI3z e completou-se o volume com etanol P.A. As absorbancias

foram lidas em espectrofotobmetro UV-visivel a 441 nm (Apéndice 3).
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3.3.2.1.2 Doseamento das amostras

Para o doseamento das amostras usou-se diferentes aliquotas para adequa-
las a curva de calibragdo. Para tanto, em baldo volumétrico de 5 mL pipetou-se 500
ML do extrato de prépolis de todas as amostras referentes ao periodo chuvoso e das
amostras BF, BVC, BVA e MJ referentes ao periodo seco. Para as amostras BVM e
CR coletadas no periodo seco pipetou-se 50 e 100 pL, respectivamente. Em seguida,
acrescentou-se 2 mL de solugao de cloreto de aluminio e completou-se o volume com
etanol P.A.

O branco das amostras foi constituido da mistura de 500 pyL de extrato e o
volume foi completado com etanol P.A. Apds 30 minutos ao abrigo da luz, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 3600 rpm/min., e suas absorbancias lidas a 441

nm (Apéndice 4).

3.3.2.2 Teor de flavanonas e diidroflavonois

O teor de flavanonas e diidroflavondis foi determinado pelo método
espectrofotométrico usando o reagente 2,4-dinitrofenilidrazina (TYLKOWSKI et al.,
2010), adaptado por Pontis et al. (2014).

3.3.2.2.1 Curva de calibragéo

A curva de calibracéo foi obtida com a pinocembrina. Para isso, preparou-se
solugdes de hidroxido de potassio - KOH a 10% [metanol/agua (7:3)] e de
pinocembrina a 1 mg/mL em metanol. O reagente 2,4 — dinitrofenilidrazina (DNP) foi
seco em estufa (60 °C) por trés horas. Depois de frio, retirou-se 0,5 g de DNP,
adicionou-se metanol e 1 mL de acido sulfurico a 96%. A mistura foi transferida para
um baldo volumétrico de 50 mL e completada com metanol. Depois das solugdes
prontas, em tubos de ensaio pipetou-se 400 yL da solugdo de pinocembrina e da
solugdo de DNP. As misturas foram mantidas a 50 °C por 50 minutos. Apds esfriar,
foram acrescentados 2,8 mL da solucdo de KOH. A partir desta mistura foram

pipetadas para baldes volumétricos de 5 mL aliquotas de 25, 50, 75, 100, 125, 150,
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175 e 200 pL que foram diluidas até o menisco com metanol. As absorbancias foram

lidas em espectrofotdmetro UV-visivel a 493 nm (Apéndice 5).

3.3.2.2.2 Doseamento das amostras

Para o doseamento das amostras, diferentes aliquotas foram pipetadas a fim
de adequa-las a curva de calibragdo. Logo, em tubos de ensaio pipetou-se 200 pL de
extrato referente as amostras coletadas no periodo chuvoso e, 200 uL de extrato das
amostras coletadas no periodo seco, com exce¢ao de BVM e CR, no qual foram
pipetados apenas 50 pL de extrato. Apds, adicionou-se 400 pL de solugdo de DNP.
As misturas foram mantidas a 50°C por 50 minutos. Apés esfriar, foram acrescentados
1,4 mL de solucido de KOH. A partir desta solucdo foram pipetadas para baldes
volumétricos de 5 mL aliquotas de 150 pyL que foram diluidas até o menisco com
metanol. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 3600 rpm/min., e em
seguida, as absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro UV-visivel a 493 nm
(Apéndice 6).

O branco sofreu os mesmos procedimentos das amostras e foi constituido do
mesmo doseamento, com exceg¢ao da aliquota referente aos extratos. Apds a diluigao,

as absorbancias foram lidas a 493 nm.

3.3.2.3 Teor de antocianinas

Para a determinacdo do teor de antocianinas foi utilizada a metodologia de
Araujo et al. (2007).

3.3.2.3.1 Doseamento das amostras

Utilizou-se 20 mg de cada amostra de propolis macerada que foi submetida a
extracdo com solucao extratora de acido cloridrico (HCI) 1,5 N + etanol 95% (85:15),
com excegao da amostra MJ coletada no periodo seco e da amostra BF coletada no
periodo chuvoso, devido auséncia de propolis. As solugcbdes resultantes foram

transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e seu volume completado com a
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solucdo extratora. Em seguida foram transferidas para tubos de ensaios e deixadas
ao abrigo da luz por 24 horas. Posteriormente, as solugdes foram filtradas com funil e
algodao, e em seguida centrifugadas por 10 minutos a 3600 rpm/min. Logo apds, os
ensaios foram submetidos a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel a 535 nm
(Apéndice 7).

O branco foi constituido apenas de solugdo extratora, que sofreu 0 mesmo
procedimento das amostras. Os resultados foram expressos de acordo com a

equacao descrita abaixo.

mg )_AbsxFD

Antocianinas ( 100g 98.2

Onde:

* Abs = Absorbancia das amostras;
*FD = Fator de diluicdo (razdo da massa da amostra pelo volume final de

solucao).

3.3.3 Avaliacao da acao sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH)

A determinacao da atividade antioxidante foi realizada através da redugao do
radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazila) pelos antioxidantes presentes nas
amostras e quantificada a partir da curva de calibracdo utilizando o trolox como padrao
de antioxidante (BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995; RUFINO et al.,

2007) com algumas adaptacgoes.
3.3.3.1 Curva de calibracao

Inicialmente, preparou-se as solugbes de DPPH (radical 2,2-difenil-picril-
hidrazila) e trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). Estas foram
preparadas e utilizadas dentro de 24 horas, conforme a metodologia citada.
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A solucédo de DPPH foi preparada a uma concentracdo de 0,06 mM, para tanto
pesou-se 4,8 mg de DPPH, adicionou-se etanol P.A., transferiu-se a mistura para um
baldo volumétrico de 200 mL e o volume foi completado com o solvente.
Homogeneizou-se a solugdo manualmente e sua absorbancia foi ajustada para ficar
entre 0,5 e 0,6 a 515 nm através da adigao de solvente.

A solugao de trolox foi preparada na concentragéo de 5 uM. Pesou-se 1,25 mg
de trolox, adicionou-se etanol P.A., transferiu-se a mistura para um baldo volumétrico
de 10 mL e completou-se o volume do baldo com o solvente.

Pipetou-se para baldes volumétricos de 5 mL aliquotas crescentes da solugao
de trolox para a constru¢ao da curva de calibracao referente aos dois periodos e areas
de coleta (Quadro 3). Apds, acrescentou-se 4 mL de solugdo de DPPH preparada e
completou-se o volume com etanol P.A. Apés 30 minutos ao abrigo da luz, submeteu-
se as aliquotas a leitura em espectrofotdmetro UV-visivel a 515 nm (Apéndices 8, 9 e

10), sendo o etanol P.A. utilizado como branco.

Quadro 3 - Aliquotas da solucao de trolox utilizadas na curva de calibragao

PERIODO ALIQUOTAS (uL)
Savana Floresta
Chuvoso 35, 70, 105, 125, 140 e 155 35, 70, 105, 140, 175 e 210
Seco 5, 35,70, 105 e 140 5, 35, 70, 105 e 140

3.3.3.2 Doseamento das amostras

Pipetou-se 4 mL da solugdo preparada de DPPH em balbes de 5 mL e
acrescentou-se diferentes aliquotas de extrato (Quadro 4), para adequa-las a curva
de calibragéo, de acordo com recomendacdes de Nenadis et al. (2004), adaptado. Em
seguida, completou-se o volume dos balbes com etanol P.A.

Para a determinacédo do percentual de descoramento, em um baldo de 5 mL
preparou-se uma amostra controle contendo 4 mL da solu¢édo de DPPH e etanol P.A
até completar o volume. O branco das amostras foi constituido apenas de etanol P.A.
Apods 30 minutos de reagéo ao abrigo da luz, as absorbancias das solugdes: amostra,
branco e controle foram medidas em espectrofotdmetro UV-visivel a 515 nm

(Apéndice 11). Todos os procedimentos foram realizados em ambiente escuro. Os
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resultados foram obtidos através da curva de calibragcdo e foram expressos em pmols

equivalente de Trolox/g de propolis.

Quadro 4 - Aliquotas de extrato de prépolis utilizadas no doseamento das amostras

PERIODO ALIQUOTAS (uL)
BVC BVM BF BVA MJ CR
Chuvoso 105 85 85 40 90 10
Seco 136 15 5 10 4 112

3.3.4 Auto oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico

A capacidade dos extratos etanolicos de propolis em prevenir a oxidagao do
B-caroteno foi avaliada de acordo com metodologia descrita por Emmons, Peterson e
Paul (1999), com algumas adapta¢cdes (ROCKENBACH et al., 2008).

Inicialmente foi preparada uma soluc¢ao de -caroteno (10 mg/mL). Em seguida,
em um erlenmeyer foram misturadas aliquotas de 40 uL de acido linoleico, 265 uL de
Tween 80, 50 uL de solugao B-caroteno e 1 mL de cloroférmio. Apés, o cloroférmio foi
removido com a utilizagdo de corrente de gas nitrogénio e o residuo obtido foi
redissolvido em aproximadamente 100 mL de agua aerada. A emulsdo formada
(sistema B-caroteno/acido linoleico) se apresentou limpida e sua absorbancia foi
ajustada para ficar entre 0,7 € 0,6 nm a 470 nm.

Posteriormente, uma aliquota de 100 pL dos extratos etandlicos das amostras
coletadas no periodo chuvoso e das amostras MJ, BVA, BVC e BF coletadas no
periodo seco foram pipetadas para balées volumétricos de 5 mL. Das amostras BVM
e CR, referentes ao periodo seco, foram pipetadas apenas 20 uL de extrato etandlico
devido a alta turbidez na solugdo. Em seguida, o volume de 5 mL dos baldes foi
completado com emulsdao B-caroteno/acido linoleico. Os mesmos foram
homogeneizados manualmente e mantidos em banho-maria a 40 °C por 120 minutos.
Passados dois minutos (tempo 0 min) de aquecimento, a oxidagdo da emulsao foi
monitorada em espectrofotometro UV-visivel a 470 nm (Apéndice 12). Apds esta
primeira leitura, as solugdes continuaram sendo monitoradas a cada 15 minutos até

completar 120 minutos.
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Para o controle foi utilizado o sistema de 5 mL de emulsdo B-caroteno/acido
linoleico (sem antioxidante). Para o controle positivo preparou-se uma solu¢do de
trolox (1 mg/mL) em metanol e, desta solugéo pipetou-se 50 pyL para um baldo de 5
mL e completou-se até o menisco com emulsao. Tanto o sistema como o controle
sofreram os mesmos procedimentos feitos com as amostras.

Todo o processo descrito acima foi realizado em ambiente escuro e a atividade
antioxidante (AA) foi expressa como percentual de inibicao relativa comparada ao
controle depois de 120 minutos, de acordo com a expressdo a seguir (EMMONS;
PETERSON; PAUL, 1999).

(DRc — DRS)] x100}

0 =
O

Onde:

¢ DRc = Taxa de degradagao do controle (sistema) [(In (a/b)/120)];
e DRs = Taxa de degradacao na presenga do padrao ou extrato [(In (a/b)/120)];
e In = Logaritmo natural,

e “a” e ‘b” sdo as absorbancias no tempo inicial (0 min) e no tempo final (120

min).
3.4 ESTATISTICA

Foram consideradas como variaveis independentes os periodos climaticos
(seco e chuvoso) e as fitofisionomias (floresta e savana). Como variaveis dependentes,
considerou-se a produtividade e os componentes bioativos analisados: fendlicos,
flavonoides totais e atividade antioxidante.

Os dados foram submetidos a ANOVA e a comparacao de médias pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade estatistica. Para tal, utilizou-se o programa
computacional Sistema para Analise de Variancia — SISVAR versao 5.6 (FERREIRA,
2008). Também realizou-se a analise de coeficiente de Correlagdo de Pearson para
verificar a ocorréncia de correlagdes entre os componentes bioativos utilizando o

programa computacional Microsoft Office Excel 2013.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A vegetacdo e sazonalidade regional sdao alguns dos principais fatores que
podem causar variagao nas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da propolis.
Dessa forma, realizou-se o presente estudo visando a obten¢ao de dados cientificos
em relagdo a algumas caracteristicas da propolis produzida em Roraima por Apis
mellifera em areas de floresta e savana e em periodos de chuva e seca. Os resultados

podem ser observados nos itens a seguir.

4.1 PLUVIOSIDADE: PERIODOS DE COLETA

A sazonalidade é um fator bastante relacionado as diferencas na constituicao
das propolis, e sua variagdo pode levar a diminuicdo ou aumento de alguns
componentes biologicamente ativos (NUNES et al., 2009). No quadro 5 pode-se
observar os resultados estimados para a precipitacdo mensal acumulada dos locais e

periodos de coleta, a partir de dados disponibilizados pelo INMET (2016).

Quadro 5 - Dados estimados para a precipitagdo mensal acumulada (mm/més) de
01/04/2015 a 31/01/2016 dos locais de coleta nos periodos chuvoso e seco

2015 2016

Amostral Més Més Més Més Més | Més | Més | Més | Més | Més
04 05 06 07 08 09 10 11 12 01

BVA | 40-50 |[150-200| 40-50 |150 -200|30-40|20-30| 0-10 | 20-30| 20-30 |20-30
MJ 40-50 |150-200| 40-50 |150 -200|30-40|20-30| 0-10 | 20-30| 20-30 |20-30
CR |150-200|150 -200 |150-200| 120 -150| 70-90 | 40-50 (10-20 | 30-40| 30-40 |30-40
BVM | 20-30 |150-200| 30-40 |150-200|10-20|0-10 | 0-10 | 10-20| 10-20 | 0-10
BVC | 20-30 |150-200| 30-40 |150-200|10-20|0-10 | 0-10 | 10-20| 10-20 | 0-10
BF 20-30 |150-200| 30-40 |150-200|10-20|0-10 | 0-10 | 10-20| 10-20 | 0-10

Legenda: BVA a CR area de floresta; BVM a BF area de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR=
Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confianga; BVC= Boa Vista/Monte
Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazénia.

Fonte: INMET (2016).
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Nota-se a ocorréncia de precipitagdo em todos os locais e durante todo o
periodo de coletas. Nos meses referentes ao periodo seco (15/09/2015 a 30/01/2016),
mesmo em volumes menores, 0 que ja se esperava devido as caracteristicas da regiao,
houve presenga de chuvas. De maneira geral, o destaque entre as localidades foi para
CR, e para BVC e BF, com maior e menores indices pluviométricos, respectivamente,

durante toda a pesquisa.

4.2 COLORACAO DAS PROPOLIS

A propolis apresenta coloracéo entre amarela, parda, vermelha, verde, cinza e
marrom, com suas respectivas variagdes de tonalidade. Isso se deve, principalmente,
as diferentes fontes vegetais visitadas pelas abelhas em busca de substancias
resinosas, gomosas e balsédmicas para auxiliar na elaboragao desse produto apicola
(BRASIL, 2001). Neste estudo, notou-se diferengcas na coloragao das amostras no
momento em que se realizou a extracéo etandlica com as propolis coletadas em areas
de floresta e savana, nos periodos climaticos estudados, conforme pode-se observar
na figura 17.

Apesar da comparagao apenas visual € notavel a variagao de tonalidades entre
os extratos analisados. E importante salientar, que nao foi estudada qualquer relacdo
entre as cores e a atividade quimica ou biolégica das amostras. Esse esclarecimento
€ importante devido ao valor comercial da prépolis encontrar-se relacionado com
algumas caracteristicas fisicas, como a coloragao, tanto do extrato quanto da matéria
prima.

No periodo seco, o extrato etandlico de prépolis proveniente de MJ apresentou
coloragao amarelada; o de BF com nuance de vermelho; os de BVA e BVC castanho
claro; e os de CR e BVM tons de castanho escuro e marrom, respectivamente. Dentre
os extratos coletados no periodo chuvoso, os de MJ e BVA exibiram tons amarelados;

os de CR castanho escuro; e os de BVM, BVC e BF tons de castanho claro.



53

Figura 17 - Aspecto visual das solugdes dos extratos etandlicos de amostras de
propolis coletadas nos periodos seco e chuvoso em areas de floresta e savana de
Roraima

e Periodo seco:

Floresta Savana

e Periodo chuvoso:

Savana

Floresta

Legenda: MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/ Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF=
Bonfim/Confianga; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazdnia.

4.3 PRODUGAO DE PROPOLIS

Embora as pesquisas quanto a quantificacéo de propolis produzida ainda sejam
escassas, sabe-se que nas colmeias sua producao € variavel, dependendo do manejo
utilizado, da regiao, estagédo do ano, espécie de abelha e pasto apicola, do tipo de
coletor e da forma com que coleta é realizada (BRIGHENTI; SANTOS; BRIGHENTI,
2006).
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No quadro 6 abaixo, os valores relacionados a produc¢ao de propolis podem ser
observados. Ressalta-se que as amostras foram coletadas em intervalos de quatro

meses.

Quadro 6 - Producgao de propolis (g) nas areas de savana e floresta nos periodos seco
e chuvoso

PRODUCAO (g)
FITOFISIONOMIA LOCAL Periodo Periodo
Chuvoso Seco
BVA 65,51 59,81
Floresta MJ 13,29 1,64
CR 55,40 55,76
Total 134,20 117,21
BVM 8,66 78,42
Savana BVC 20,99 13,42
BF 0,62 14,72
Total 30,27 106,56

Legenda: MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/ Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF=
Bonfim/Confianca; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazoénia.

Nas areas de floresta, observando a producdo de cada amostra dentro dos
periodos climaticos analisados, BVA se destacou tanto no periodo seco quanto no
chuvoso, com 65,51 g e 59,81 g, respectivamente. Nas areas de savana, a maior
producao foi observada no periodo chuvoso em BVC (20,99 g) e no seco em BVM
(78,42 g).

Quando comparado o total da producéo referente as fitofisionomias, nas areas
de floresta a maior quantidade ocorreu no periodo chuvoso (134,20 g), enquanto que
na savana a maior producido foi observada durante o periodo seco (106,56 Q).
Considerando apenas os periodos climaticos analisados, o chuvoso apresentou
menor produgao (164,47 g) em relagdo ao seco (223,77 g).

Dados de pesquisa relacionando producdo de prépolis a fitofisionomias e
periodos climaticos em diferentes localidades nao foram encontrados nas literaturas
consultadas. No entanto, Loureiro et. al. (2013) coletando amostras de propolis de
Apis mellifera em sete apiarios comerciais, sendo escolhidas aleatoriamente duas
colmeias em cada um, durante um ano nos municipios de Conquista D’Oeste e
Comodoro na regido sudoeste de Mato Grosso, localizados na transi¢gdo dos biomas

Amazébnia e Cerrado, verificaram que, nos dois apiarios de Conquista D’Oeste a
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producdo média de prépolis foi de 24,50 g e 21,48 g, respectivamente. E em
Comodoro, nos cinco apiarios analisados a produgao variou de 13,81 a 37,62 g.

Puker et al. (2010) estudando os efeitos sazonais sobre a produgao de prépolis
em cinco colmeias de um apiario de A. mellifera a cada dois meses no ecétono
Cerrado-Pantanal, no Mato Grosso do Sul, observaram que de janeiro a novembro a
producao de propolis variou em média de 40,3 a 94,9 g.

Enoue et al. (2007), em suas pesquisas avaliaram a producdo de propolis
utilizando diferentes tipos de coletores e o efeito da sazonalidade em 15 colmeias de
um apiario de Apis mellifera. E utilizando a técnica convencional de raspagem, a
producdo média mensal obtida foi de 155,3 g no outono, 42,8 g na primavera, 68,5 g
no verao e 76,1 g no inverno, observando-se que a sazonalidade interferiu na
produgao da proépolis.

Os resultados dos autores supracitados sugerem que néo apenas o clima, mas
também o tipo de vegetagado no entorno dos apiarios pode influenciar na produgéo de

propolis. Fato este também observado nesta pesquisa.

4.4 ANALISE DE FENOLICOS, FLAVONOIDES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Nos itens a seguir poderdo ser observados os resultados das analises
desenvolvidas para a quantificacdo de compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante em amostras de propolis coletadas em diferentes fitofisionomias e

periodos climaticos.

4.4.1 Teor de fendlicos

Os compostos fendlicos tém origem a partir do metabolismo secundario das
plantas e sao caracterizados como antioxidantes naturais. Estes abrangem compostos
que incluem uma diversidade de estruturas que variam de simples a complexas, onde

h& ao menos uma hidroxila ligada ao benzeno (Figura 18).
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Figura 18 - Estrutura basica de um composto fendlico

OH

Avaliando a interacdo amostras de propolis x periodos climaticos (Quadro 7),
observa-se que estatisticamente ocorreu diferenga significativa (p < 0,05) para a

concentracao de fendlicos em ambos periodos e fitofisionomias.

Quadro 7 - Valores médios dos compostos fendlicos (mg acido galico/g prépolis) em
amostras de propolis dos periodos seco e chuvoso das areas de floresta e savana

AMOSTRA FLORESTA
Chuvoso Seco
MJ 1,62 Bb 6,39 Ca
CR 11,39 Ab 22,05 Aa
BVA 12,14 Aa 9,67 Bb
SAVANA
BF 40,89 Ab 59,55 Aa
BVvVC 9,10 Ba 11,40 Ba
BVM 6,83 Bb 16,05 Ba

Legenda: Letras minusculas diferentes na mesma linha (periodo climatico) mostram diferenca
significativa (p < 0,05) entre as médias. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (locais) mostram
diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo
Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confianga; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazdnia.

Considerando as localidades e periodos climaticos, pode-se verificar que na area
de floresta a concentragdo de fendlicos para BVA (12,14 mg/g) foi significativamente
(p = 0,05) maior no periodo chuvoso, enquanto que CR (22,05 mg/g) se destacou no
periodo seco. Analisando apenas os periodos, CR (11,39 mg/g) e BVA (12,14 mg/g)
nao apresentaram diferenga estatistica entre si no chuvoso, mas se destacaram em
relagcdo a MJ (1,62 mg/g). No periodo seco, observou-se diferenca entre todas as
amostras, com destaque para CR (22,05 mg/qg).

Nas areas de savana, a concentragao de fendlicos foi significativamente maior
(p = 0,05) para BVM (16,05 mg/g) e BF (59,55 mg/g) no periodo seco, enquanto BVC
nao diferiu estatisticamente entre os periodos (9,10 e 11,40 mg/g). BF (40,89 mg/g)
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se sobressaiu em relagdo a BVC (9,10 mg/g) e BVM (6,83 mg/g) que, por sua vez,
nao foram significativamente diferentes. BF (59,55 mg/g) foi a amostra que se
destacou no periodo seco, quando comparada a BVM (16,05 mg/g) e BVC (11,40
mg/g), que nao apresentaram diferenca estatistica.

Quando observado apenas o somatério das médias das fitofisionomias, tanto
nas areas de floresta, como nas de savana, verifica-se as maiores concentragées no
periodo seco, totalizando 38,11 e 87,00 mg/g, respectivamente.

Avaliando a composicgao fendlica em extratos metandlicos de propolis coletadas
em diferentes locais e esta¢des do Algarve — Portugal, Miguel et al. (2014) observaram
as maiores concentragdes nas amostras coletadas no inverno (p<0,05), ao contrario
dos resultados obtidos no presente estudo, onde nas fitofisionomias estudadas, as
maiores concentragdes de fendlicos foram observadas no periodo seco, € ndo no
chuvoso.

Por outro lado, pesquisas com propolis no Brasil corroboram com os
resultados encontrados no presente estudo para quantificacdo de fendlicos, onde
independente da fitofisionomia, os maiores teores foram observados no periodo seco
(total de 38,11 mg/g em floresta e 87,00 mg/g em savana). Castro et al (2007)
analisando extratos de prépolis do tipo 12 (Brumadinho — MG), verificaram os teores
mais elevados de compostos fenélicos durante os meses de agosto e setembro (81,70
e 94,98 mg/g), que na regido correspondem ao periodo seco.

Os resultados supracitados indicam que, o maior teor de fendlicos se deve,
provavelmente, a maior producdo destes metabdlitos pelas plantas onde a resina é
coletada pelas abelhas nos meses em que estdo sob algum tipo de estresse
(SIMOES-AMBROSIO et al., 2010). No caso dos resultados obtidos para Roraima, um
estresse hidrico.

Com relagdo a legislagdo brasileira que trata da fixagdo de identidade e
qualidade de prépolis, através da Normativa n°3 (BRASIL, 2001), o limite minimo para
o teor de fendlicos é de 5%. Baseando-se nesse instrumento, os valores obtidos no
presente estudo foram convertidos em porcentagem e comparados com o0s
estabelecidos no anexo VI da supracitada Normativa, conforme pode-se observar no

quadro 8.
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Quadro 8 - Teor de fendlicos (%) das amostras de propolis coletadas nos periodos
seco e chuvoso, em duas fitofisionomias

(%)*
AMOSTRA CHUVOSO SECO
MJ 0,16 0,64
CR 1,14 2,20
BVA 1,21 0,97
BF 4,09 5,95
BVC 0,91 1,14
BVM 0,68 1,60

Legenda: * = Porcentagem considerando a massa inicial. MJ a BVA éarea de floresta; BF a BVM area
de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF=
Bonfim/Confianca; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazoénia.

De acordo com os dados observados no quadro 8, em ambos os periodos
climaticos e fitofisionomias, apenas a amostra BF (5,95%) no periodo seco
apresentou-se acima do limite minimo estabelecido pela legislagcdo quanto ao teor de
fendlicos em propolis. Nascimento et al. (2007) estudando diferentes amostras de
propolis de Minas Gerais extraidas com etanol a 95%, obtiveram teores de fendlicos
entre 2,9 a 15,1%. Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012) avaliaram propolis
extraidas com etanol a 80% de diferentes cidades de quatro regides do Brasil, e
verificaram teores de fendlicos variando entre 0,95 e 29,52%. Por sua vez, Silva et al.
(2006) ao analisarem amostras de propolis da Paraiba, colhida em diferentes épocas
do ano e extraidas em aparelho tipo soxhlet com alcool de cereal, encontraram teores
de fendis entre 2,93 e 8,13%.

Os teores de fendlicos verificados no presente trabalho, levando em
consideracgao os dois periodos climaticos e as diferentes fitofisionomias variaram bem
menos que os resultados acima citados (0,16 a 5,95%), embora apenas uma das
amostras tenha apresentado teor acima dos 5% exigidos pela normativa. De maneira
geral pode-se observar, que os fendlicos das amostras de prépolis supracitados

podem sofrer variagdes de acordo com o periodo e com a area de coleta.

4.4.2 Teor de flavonoides

Os flavonoides sao compostos bioativos do grupo dos polifendis encontrados

no reino vegetal. Sua estrutura quimica consiste de 15 carbonos organizados em dois
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anéis aromaticos, ligados por uma cadeia de trés carbonos (FERREIRA; OLIVEIRA,;
SANTOS, 2008), conforme observa-se na figura 19.

Figura 19 - Estrutura basica dos flavonoides

4 .4.2 .1 Flavonas e flavonois

Os compostos flavonas e flavonois (Figuras 20 e 21) fazem parte do grupo de
flavonoides. Sdo encontrados em diversas espécies vegetais e agem na protecéo das
células contra o excesso de radiagdo UV nos comprimentos de onda mais curtos, 280-
320 nm (FERREIRA; OLIVEIRA; SANTQOS, 2008).

Figura 20 - Estrutura basica das flavonas

O

"
Figura 21 - Estrutura basica dos flavonois

O
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O teor de flavonas e flavondis foi determinado pelo método espectrofotométrico
usando cloreto de aluminio - AICIs. No quadro 9, observa-se diferencas estatisticas
significantes (p < 0,05) para algumas amostras quando avaliou-se a interagéao

amostras de propolis x periodos climaticos nos periodos e fitofisionomias estudados.

Quadro 9 - Valores médios de flavonas e flavondis (mg de quercetina/g de prépolis)
nas amostras de propolis dos periodos seco e chuvoso em diferentes fitofisionomias

AMOSTRA FLORESTA
Chuvoso Seco
MJ 0,63 Ba 0,37 Ca
CR 1,51 Ab 5,02 Aa
BVA 0,59 Ba 0,80 Ba
SAVANA
BF 3,41 Aa 1,48 Bb
BVC 0,60 Ba 0,25 Ca
BVM 0,79 Bb 3,71 Aa

Legenda: Letras mindsculas diferentes na mesma linha (periodo climatico) mostram diferenga
significativa (p < 0,05) entre as médias. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (locais) mostram
diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo
Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confianga; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazdnia.

Dentre as amostras das areas de floresta no periodo chuvoso, ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) entre MJ (0,63 mg/g) e BVA (0,59 mg/g), apenas para
CR (1,51 mg/g). No periodo seco, todas as amostras foram estatisticamente
significativas, no entanto CR (5,02 mg/g) foi a que apresentou valor mais elevado.
Entre os periodos climaticos, apenas a CR (1,51 e 5,02 mg/g) apresentou diferenga
estatistica.

Nas areas de savana durante o periodo chuvoso, BF (3,41 mg/g) foi a Unica
amostra que se diferenciou estatisticamente (p < 0,05) das demais. No periodo seco,
todas as amostras apresentaram diferenga estatistica, com o destaque para BVM
(3,71 mg/g). Quando se observa as amostras dos periodos seco e chuvoso, apenas
BVC (0,60 e 0,25 mg/g) nao apresentou diferenga estatistica a 5% de probabilidade.

Em relagdo ao somatério das médias das fitofisionomias, verifica-se que tanto
a area de floresta, quanto a de savana apresentaram as maiores concentragcoes de
flavonas e flavonois no periodo seco, totalizando 6,19 e 5,44 mg/g, respectivamente.

Lacerda (2012) estudando sobre o teor de flavonoides em amostras de propolis

em fungao das estagdes do ano e em diferentes localidades dos estados do Parana e



61

Santa Catarina pertencentes ao bioma Mata Atlantica, constatou que os teores de
flavonoides variaram de 0,26 a 0,76 mg/g na primavera, de 0,0 a 0,92 mg/g no outono
e de 0,0 a 2,31 mg/g no verdo. Os resultados encontrados neste estudo no periodo
seco em ambas as fitofisionomias (0,25 a 5,02 mg/g) estdo dentro da faixa de valores
encontrados no mesmo periodo (verdo) pelo autor supracitado. O teor maximo de
flavonas e flavondis observado por Lacerda nas amostras do verao foi inferior ao
encontrado nesta pesquisa, e além disso, os teores variaram a partir de zero (0,0 mg/g)
para duas estagdes, enquanto neste trabalho nenhuma das amostras exibiu auséncia
desses compostos, demonstrando que apesar de baixos teores eles estao presentes.

Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012) analisaram os teores de flavonas e
flavondis em amostras de propolis de diferentes cidades de quatro regides do Brasil,
com caracteristicas vegetativas diferentes, objetivando comparar os resultados
obtidos aos padrdes estabelecidos na legislagao brasileira. Foram determinados para
o sudeste teores de 43,66 mg/g, para o nordeste (14,64 mg/g), no sul (21,74 mg/g) e
no centro-oeste (20,41 mg/g), no entanto, apesar da dispersdo dos dados, foram
estatisticamente semelhantes. No presente trabalho, embora as amostras ndo tenham
exibido valores tdo altos quanto os apresentados pelos autores supracitados, as
meédias, em sua maioria, foram diferentes estatisticamente.

Alves e Kubota (2013) objetivando determinar algumas caracteristicas em
extratos etandlicos de prépolis comercializados em Santa Maria - RS, verificaram que
o teor de flavonas e flavondis variou de 48,95 a 110,61 mg/g. Nascimento et al. (2007)
estudando diferentes amostras de propolis provenientes de regides do estado de
Minas Gerais constataram, que houve uma variacao de flavonas e flavondis um pouco
menor (5,0 a 31,3 mg/g), do que os relatados por Alves e Kuboka. Logo, ambos os
resultados acima citados foram superiores aos verificados no presente estudo.

Os teores de flavonoides (subclasse flavonas e flavonois) encontrados nas
amostras deste estudo foram convertidos em porcentagem e comparados aos valores
estabelecidos no anexo VI do Regulamento Técnico para a fixagdo de identidade e
qualidade de propolis (Quadro 10), que classifica as propolis e seus extratos quanto
ao teor de flavonoides como: teor minimo, 0,5%; baixo teor, até 1,0% (m/m); médio
teor, >1,0 e 2,0% (m/m); e alto teor, acima de 2,0% (m/m) (BRASIL, 2001).
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Quadro 10 - Teor de flavonas e flavonois das amostras de prépolis coletadas nos
periodos seco e chuvoso em duas fitofisionomias

AMOSTRA (%)*
CHUVOSO SECO
MJ 0,06 0,04
CR 0,15 0,5
BVA 0,06 0,08
BF 0,34 0,15
BVC 0,06 0,03
BVM 0,08 0,4

Legenda: * = Porcentagem considerando a massa inicial. MJ a BVA éarea de floresta; BF a BVM area
de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF=
Bonfim/Confianca; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazoénia.

Como pode ser observado, nenhuma das amostras apresentaram teores
meédios ou altos de flavonoides em ambos os periodos climaticos e fitofisionomias, e
apenas a amostra da area de floresta, CR (0,5%), no periodo seco encaixa-se no limite
minimo estabelecido na legislagao.

SOUZA et al. (2010) ao avaliar o efeito da sazonalidade sobre algumas
caracteristicas fisico-quimicas de extratos alcodlicos da propolis, encontraram baixos
teores de flavonoides para propolis coletadas na primavera, verao e inverno (0,4 a
0,5 %). Esses resultados corroboram com os obtidos neste trabalho, onde todos os
teores referentes ao periodo chuvoso e seco, apresentaram-se baixos (0,04 a 0,5%).

Nesse mesmo sentido, Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012) analisaram
amostras de propolis de diferentes cidades de quatro regides do Brasil e verificaram
que quatro teores de flavonoides referentes as amostras de quatro localidades
distintas apresentaram-se abaixo do limite minimo de 0,5% estabelecido pela
legislacdo. Este fato s6 n&o ocorreu com uma das amostras analisadas nesta
pesquisa, como ja relatado acima.

Embora a prépolis que analisamos e as dos autores supracitados tenha sido
elaborada pela abelha Apis mellifera, as variagdes referentes as concentragcbes de
flavonas e flavondis era esperada, visto que esta pode ocorrer em fungao de diferentes
fatores, como por exemplo, pelo periodo da coleta da resina (SANTOS et al., 2003)
ou pela flora local e regido da coleta (SOUSA et al., 2007).
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4.4.2.2 Flavanonas e diidroflavonois

Flavanonas e diidroflavonois (Figuras 22 e 23) sdo metabdlitos secundarios da
classe dos flavonoides, encontrados em diversas espécies vegetais. Para sua
quantificacdo foi utilizado o método espectrofotométrico com o reagente 2,4-
dinitrofenilidrazina (TYLKOWSKI et al., 2010).

Figura 22 - Estrutura basica das flavanonas
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Figura 23 - Estrutura basica dos diidroflavonois
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De acordo com os dados observados no quadro 11, a interagdo amostras de
préopolis x periodos climaticos nas areas de floresta e savana e em ambos os periodos

apresentaram diferencas estatisticas significantes (p < 0,05).
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Quadro 11 - Valores médios de flavanonas e diidroflavonois (mg de pinocembrina/g de
prépolis) em amostras de prépolis coletadas nos periodos seco e chuvoso em
diferentes fitofisionomias

AMOSTRA FLORESTA
Chuvoso Seco
MJ 1,50 Aa 1,93 Ba
CR 1,43 Ab 4,91 Aa
BVA 1,11 Aa 1,54 Ba
SAVANA
BF 4,75 Aa 2,09 Bb
BVC 1,46 Ba 1,56 Ca
BVM 1,32 Bb 5,28 Aa

Legenda: Letras mindsculas diferentes na mesma linha (periodo climatico) mostram diferenga
significativa (p < 0,05) entre as médias. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna (locais) mostram
diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo
Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confianga; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazonia.

Entre as amostras nas areas de floresta, ndo houve diferenca significativa (p <
0,05) no periodo chuvoso. Ja no periodo seco, CR (4,91 mg/g) apresentou maior
significancia frente as amostras MJ (1,93 mg/g) e BVA (1,54 mg/g), que néo
apresentaram diferencga estatistica entre si. Analisando as amostras entre os periodos
climaticos, nota-se que apenas CR (1,43 e 4,91 mg/g) se diferenciou
significativamente.

Nas areas de savana, as amostras BVM (1,32 mg/g) e BVC (1,46 mg/g) no
periodo chuvoso n&o apresentaram diferenga estatistica (p < 0,05), com excecéo da
amostra BF (4,75 mg/g). No periodo seco, no entanto, todas as amostras mostraram-
se estatisticamente significativas, sendo que em BVM (5,28 mg/g) ocorreu a maior
entre elas. Analisando os teores de flavanonas e diidroflavonois entre os periodos,
apenas BVC (1,46 e 1,56 mg/g) ndo apresentou diferenga estatistica.

Considerando-se apenas o somatério das médias das fitofisionomias, verifica-
se que as maiores concentracdes de flavonas e flavondis sao referentes ao periodo
seco, totalizando 8,38 e 8,93 mg/g nas areas de floresta e savana, respectivamente.
Trusheva, Trunkova e Bankova (2007) ao analisarem a prépolis de Bolonha — Italia,
através de diferentes métodos de extracdo de componentes biologicamente ativos.
Utilizando as amostras de prépolis maceradas tradicionalmente, verificaram teores

entre 18 e 19% de flavanonas e diidroflavonois.
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Marghitas et al. (2007), também avaliaram a quantidade total de flavonoides
totais por diferentes métodos em 14 amostras de propolis da Roménia. E o teor de
flavanonas e diidroflavonois observados nas amostras maceradas variaram de 4,84 a
7,54%.

Como se pode observar, os teores da sub classe de flavonoides encontrados
pelos autores supracitados foram superiores aos verificados nas amostras de propolis
roraimense: 0,11 &4 0,53%. De acordo com Marghitas et al. (2007), apesar das propolis
apresentarem atividades biolégicas semelhantes, elas ndo séo iguais devido a origem
fitogeografica da resina coletada pelas abelhas para producdo desta matéria. Esse é
um dos motivos pelos quais os resultados encontrados na literatura para alguns

compostos, como os flavonoides, diferem tanto uns dos outros.

4 .4.2.3 Antocianinas

Antocianinas s&o pigmentos naturais pertencentes ao grupo dos flavonoides,
amplamente distribuidos no reino vegetal. S&o caracterizadas pelo nucleo basico
flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio) que consiste de dois anéis aromaticos unidos por
uma unidade de trés carbonos e condensados por um oxigénio (CASTANEDA et al.,

2009), conforme pode ser observado na figura 24.

Figura 24 - Estrutura basica das antocianinas

OH

Para a determinagao do teor de antocianinas foi utilizada a metodologia descrita
por Araujo et al. (2007). E importante comentar que nao foi possivel realizar a analise
em questdo com as amostras MJ (Mucajai/Tamandaré, area de floresta) e BF

(Bonfim/Confianga, area de savana) devido a baixa produgédo de prédpolis nessas
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localidades. Os valores relacionados a interacdo amostras de propolis x periodos

climaticos podem ser observado no quadro 12.

Quadro 12 - Valores médios de antocianinas (mg/100 g) em amostras de propolis
coletadas nos periodos seco e chuvoso em diferentes fitofisionomias

AMOSTRA FLORESTA
Chuvoso Seco
CR 5,060 Bb 84,513 Aa
BVA 13,223 Aa 7,116 Bb
SAVANA
BVC 29,520 Ba 25,436 Bb
BVM 33,600 Aa 31,543 Ab

Legenda: Letras mindsculas diferentes na mesma linha (periodo climatico) mostram diferenca
significativa (p < 0,05) entre as médias. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (locais) mostram
diferenga significativa (p < 0,05) entre as médias. CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa
Vista/Alvorada; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazdnia.

Em relagdo as amostras das areas de floresta, todas foram significativas
estatisticamente (p < 0,05) em ambos os periodos; BVA (13,223 mg/100 g) se
destacou no chuvoso e CR (84,513 mg/100 g) no periodo seco.

Nas areas de savana, assim como nas de floresta, todas as amostras foram
significativas a 5%. Tanto no periodo chuvoso quanto no seco, BVM (33,600 e 31,543
mg/100 g) se sobressaiu quanto a BVC (29,520 e 25,436 mg/100 g). Em relagado as
amostras dentro dos periodos, BVC (29,520 mg/100 g) e BVM (33,600 mg/100 Q)
foram maiores significativamente no chuvoso.

Considerando-se o somatdrio das médias das amostras nas diferentes
fitofisionomias percebe-se, que nas areas de floresta o teor total de antocianinas foi
maior no periodo seco (91,63 mg/g), enquanto que nas de savana o destaque ficou
para as amostras coletadas no periodo chuvoso (63,12 mg/g).

Pesquisas referentes a quantificagcdo de antocianinas em prépolis ndo sao
comuns na literatura. No entanto, Oliveira et al. (2012) fizeram estudos com extratos
de proépolis de trés marcas, comercializadas no municipio de Barra do Gargas — MT
utilizando na identificacdo solugées aquosas de HCIl e NaOH. Os autores supracitados
analisaram a presencga ou auséncia de flavonoides e observaram uma reagao negativa
para as antocianinas, sugerindo auséncia desses constituintes nas amostras,
provavelmente, devido as fontes vegetais visitadas pelas abelhas ndo apresentarem

concentracdes satisfatérias desta substancia.
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No presente estudo, para quantificar antocianinas, utilizou-se uma solugao
extratora acida, etanol / HCI 1,5 N (85:15 v/v), e estes constituintes ndo apenas
estavam presentes nas amostras, mas apresentaram-se em elevadas concentragoes
em ambas fitofisionomias e periodos climaticos, sugerindo que a técnica utilizada foi

mais adequada para a quantificacio.

4.4.3 Atividade antioxidante pela oxidagcao do sistema B-caroteno/acido linoleico

A capacidade das solugdes etandlicas dos extratos de propolis em prevenir a
oxidagao do B-caroteno foi avaliada de acordo com metodologia descrita por Emmons,
Peterson e Paul (1999), com algumas adaptagdes (ROCKENBACH et al., 2008). As
solucbes das amostras analisadas, de acordo cinética da reacéo, apresentam boa

capacidade de prevenir a oxidagao do -caroteno (Figuras 25 e 26).

Figura 25 - Cinética da reagao do sistema p-caroteno/acido linoleico com as amostras
de prépolis do periodo chuvoso nas areas de savana e floresta de Roraima
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Legenda: Abs= absorbancia; min= minutos. MJ a BVA area de floresta; BVC a BF area de savana. MJ=
Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confianca;
BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazbnia.
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Figura 26 - Cinética da reagao do sistema S-caroteno/acido linoleico com as amostras
de prépolis do periodo seco nas areas de savana e floresta de Roraima
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Legenda: Abs= absorbancia; min= minutos. MJ a BVA area de floresta; BVC a BF area de savana.
MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF=
Bonfim/Confianca; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazoénia.

Observa-se que, em ambos os periodos climaticos, as amostras provenientes
das areas de floresta (BVA, MJ, CR) e savana (BVC, BVM, BF) exibiram elevado
potencial de inibicdo da oxidacdo do B-caroteno, quando comparado ao padrdo. E na
auséncia de antioxidantes, a degradagdo desse composto fica evidente com o
decaimento da absorbancia, no decorrer do tempo. Esse fato pode ser melhor
analisado quando observados os valores expressos em porcentagem no quadro 13.

Analisando a interagdo amostras de propolis x periodos climaticos da analise de
variancia (Quadro 13), nota-se que as amostras da area de floresta quando
relacionadas aos periodos climaticos foram significativamente diferentes (p < 0,05)
para CR com destaque no periodo chuvoso (89,56%), e BVA (87,06%) no periodo
seco. A amostra MJ nao apresentou diferenca estatistica entre os periodos. Na
savana, todas as amostras foram estatisticamente significativas (p < 0,05), sendo que
apenas BVM (75,52%) se sobressaiu durante o periodo chuvoso.

Em relagdo as fitofisionomias, as amostras da area de floresta foram todas
significativas (p < 0,05) no periodo chuvoso, sendo MJ (86,75%) intermediaria entre
CR e BVA. No periodo seco, apenas CR (67,86%) apresentou diferenga estatistica,
mesmo apresentando valor inferior as demais amostras do periodo. Nas areas de

savana, BF foi a unica amostra diferente significativamente no periodo chuvoso. Ja no
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periodo seco, todas apresentaram diferenca a 5%, mas o destaque foi para BF
(93,29%).

E importante levar em consideracdo que, as amostras CR (floresta) e BVM
(savana) referentes ao periodo seco, apesar de terem se apresentado
significativamente inferiores as demais amostras dentro de suas respectivas
fitofisionomias, foram as unicas com concentragdo (0,08 mg/mL) inferior as outras
amostras (0,4 mg/mL), conforme descrito no item 3.3.4. Considerado esse fato, as
referidas amostras acabam exibindo maior potencial antioxidante em relagdo as

demais.

Quadro 13 - Valores de atividade antioxidante (%) pela oxidagdo do sistema -
caroteno/acido linoleico em amostras de propolis coletadas nos periodos seco e
chuvoso em duas fitofisionomias

FITOFISIONOMIA AMOSTRA PERIODO CLIMATICO
Chuvoso Seco

MJ 86,750 ABa 85,880 Aa

Floresta CR 89,560 Aa 67,860 Bb
BVA 80,223 Bb 87,060 Aa

BF 84,983 Ab 93,290 Aa

Savana BVC 76,223 Bb 88,240 Ba
BVM 75,523 Ba 69,640 Cb

Legenda: Letras mindsculas diferentes na mesma linha (periodo climatico) mostram diferenga
significativa (p < 0,05) entre as médias. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna (locais) mostram
diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo
Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confianga; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazdnia.

Estudando propolis vermelha produzida por abelhas Apis mellifera no estado
de Alagoas, Cabral et al. (2009) observaram que, a atividade antioxidante do extrato
etandlico pelo método da inibicdo da oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico
apresentou elevada acdo antioxidante (61,26%) n&o se diferenciando
significativamente da fragéo cloroformica (64,84%). No entanto, esses percentuais sdo
inferiores quando comparados aos verificados para quaisquer uma das amostras de

propolis roraimenses evidenciando menor potencial que estas.
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Por outro lado, De Melo et al. (2014), também realizaram estudos para avaliar
a capacidade antioxidante de amostras de propolis em quatro regides brasileiras
(nordeste, sudeste, sul e centro-oeste), com suas respectivas fitofisionomias e climas,
utiizando o método de oxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoleico. As propolis
das quatro regides ndo apresentaram niveis iguais de atividade antioxidante
(p<0,001): as amostras referentes a regido sudeste (83,67% — 90,55%) apresentaram-
se superiores as das regides sul (65,92% - 88,55%) e centro-oeste (76,24% - 86,52%)
e, as amostras das regides nordeste (51,33% - 92,70%) e sudeste apresentaram
maior e menor variabilidade nos niveis de capacidade antioxidante, respectivamente.
Ikegaki (2001), avaliando a capacidade antioxidante de amostras de propolis da regido
sul do Brasil também encontrou valores com grande variagcdo entre as amostras
coletadas em diferentes localidades (65,50% e 95,10%).

Os resultados de De Melo et al. (2014) e Ikegaki (2001) corroboram com os
encontrados neste estudo, pois as amostras coletadas em Roraima nas diferentes
fitofisionomias também apresentaram uma faixa de variagdo ampla (67,86% -
93,29%). Isso pode ser explicado pela influéncia fitogeografica e climatica dos locais
de coleta sobre as caracteristicas das prépolis. A diversidade vegetal dos locais esta
a disposicao das abelhas para a coleta, o que resulta na ocorréncia de variados tipos
de propolis, com consequentes diferencas em suas composi¢ées quimicas (BARTH
et al., 2013; PARK et al., 2002).

4.4.4 Atividade antioxidante pelo sequestro do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada através da redugéo do radical livre
DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazila) pelos antioxidantes presentes nas amostras e
quantificada a partir da curva de calibragdo, utilizando o trolox como padrao de
antioxidante. Como pode-se observar no quadro 14, na interagao amostras de propolis
x periodos climaticos ha diferengas significativas (p < 0,05) para algumas das
amostras analisadas, em relacdo ao potencial antioxidante em ambos os periodos e

fitofisionomias.
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Quadro 14 - Valores de atividade antioxidante (umol TE/g de propolis) pelo sequestro
do radical livre DPPH em amostras de propolis coletadas nos periodos seco e chuvoso
em duas fitofisionomias

AMOSTRA FLORESTA
Chuvoso Seco
MJ 31,54 Ca 27,01 Ca
CR 337,65 Ab 386,82 Aa
BVA 101,01 Bb 189,74 Ba
SAVANA
BF 85,89 Ab 471,43 Aa
BVC 26,64 Aa 24,67 Ca
BVM 31,47 Ab 162,57 Ba

Legenda: TE= Trolox Equivalente. Letras minusculas diferentes na mesma linha (periodo climatico)
mostram diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias. Letras mailsculas diferentes na mesma
coluna (locais) mostram diferencga significativa (p < 0,05) entre as médias. MJ= Mucajai/Tamandaré;
CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF= Bonfim/Confiangca; BVC= Boa
Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazonia.

Analisando os dois periodos climaticos, o potencial antioxidante para todas as
amostras de propolis na area de floresta, apresentou-se diferente estatisticamente (p
< 0,05), sendo CR (337,65 e 386,82 mg/g) o de maior significancia em ambos os
periodos. As amostras CR (386,82 umol TE/g) e BVA (189,74 umol TE/g) exibiram
maior acao antioxidante durante a seca, ao contrario de MJ (31,54 e 27,01 mg/g) que
nao diferiu entre os periodos.

Na area de savana, considerando as amostras dentro de cada periodo climatico,
observa-se que ndo houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre estas no periodo
chuvoso. No periodo seco, BF (471,43 pmol TE/g) apresentou potencial antioxidante
significativamente maior, seguido por BVM (162,57 umol TE/g) e BVC (24,67 umol
TE/Q).

De maneira geral, considerando-se o somatorio das meédias das fitofisionomias,
as amostras referentes ao periodo seco apresentaram maior atividade antioxidante,
603,57 umol TE/g (floresta) e 658,67 umol TE/g (savana), em comparagcdo as
observadas no periodo chuvoso: 470,20 uymol TE/g (floresta) e 144,00 umol TE/g
(savana).

Em estudo sobre a atividade antioxidante de prépolis produzidas em diferentes
estacdes do ano e em localidades no bioma (Mata Atlantica), nos estados do Parana
e Santa Catarina, Lacerda (2012) constatou que utilizando o método de sequestro do

radical livre DPPH, existiam diferengcas estatisticamente significativas entre a
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primavera (18,40 a 53,22 ymol trolox/g), verao (4,5 a 50,30 pymol trolox/g) e outono
(5,1 a 84,30 ymol trolox/g), sendo que esta ultima apresentou maior heterogeneidade
de atividade.

Os resultados acima explanados diferem dos encontrados no presente estudo,
visto que o potencial antioxidante das amostras referentes ao verdo foram os menores
dentre as estacdes analisadas, e as relacionadas ao periodo seco no estado de
Roraima, tanto nas areas de floresta quanto de savana foram as que apresentaram
as melhores atividades. Isso apenas deixa mais evidente que nao apenas o clima,
mas a vegetagdo ao redor dos apiarios influenciam na composicdo da propolis
produzida pelas abelhas.

Oldini et al. (2015) estudando o potencial antioxidante de prépolis produzidas
por Apis mellifera na cidade de Dois Vizinhos, no Parana, verificaram atividade nos
extratos etandlicos variando de 0,000126 a 0,000350 pmol trolox/g. E estudos com
propolis em outros paises também evidenciaram variacdes de potencial antioxidante
entre as amostras. Mihai et al. (2011) analisando a atividade antioxidante em propolis
coletadas em diferentes localidades da Transilvania — Roménia, observaram que,
mesmo baixas, houve grande variagdo de potencial antioxidante entre as amostras
(0,00029 a 0,00123 pmol trolox/qg).

De acordo com o exposto acima, os resultados exibidos para a prépolis
roraimense sao bastante superiores, quando comparados aos encontrados por
Lacerda (2012), Mihai et al. (2011) e Oldini et al. (2015). Essa notavel diferenca,
segundo os autores supracitados € devida, provavelmente, ndo apenas as regides
geograficas, mas também a composigdo quimica das plantas de onde as abelhas
coletaram as resinas, presumindo assim que a vegetacdo dos locais de coleta em

Roraima apresentam uma variagao de plantas com notavel atividade antioxidante.

4.5 CORRELACAO DAS ANALISES ENTRE FENOLICOS, FLAVONOIDES TOTAIS
E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Estudos com propolis tem demonstrado a existéncia de correlagdo entre
atividade antioxidante e alguns componentes bioativos presentes nesse produto
apicola. Logo, relacionou-se os compostos quantificados neste trabalho com a

capacidade antioxidante obtida por diferentes métodos, e verificou-se que os valores
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para DPPH e B -caroteno/acido linoleico indicam que, a capacidade em sequestrar
radicais livres e/ou inibir a oxidagédo pela transferéncia de atomos de hidrogénio é
reduzida na mesma proporgao em que as concentracdes de fendlicos e flavonoides
totais diminuem nas amostras de propolis. Portanto, a contribuicdo dessas classes
com a capacidade antioxidante das propolis estudas foi avaliada pela correlacédo de

Pearson, e os resultados estdo apresentados no quadro 15.

Quadro 15 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r?) de fendlicos e flavonoides
totais com a capacidade antioxidante dada pelos métodos de DPPH e -
caroteno/acido linoleico nas amostras de prépolis coletadas em diferentes periodos
climaticos e fitofisionomias

COEFICIENTE DE CORRELACAO (r?)
Variaveis em correlacao

FE FT FE FT

AMOSTRAS X X X X

DPPH DPPH AA-B AA-B
Chuva| Seca |Chuva | Seca | Chuva | Seca | Chuva | Seca
MJ 0,9669 | 0,9695 | 0,8171 | 0,8244 | 0,9959 | 0,4839 | 0,5682 | 0,9920
BVA 0,9146 | 0,9739 | 0,9784 | 0,6413 | 0,8783 | 0,9993 | 0,9581 | 0,8203
CR 0,8386 | 0,9835 | 0,9087 | 0,9075 | 0,6546 | 0,9979 | 0,7573 | 0,8518
BVC 0,8422 | 0,9966 | 0,9621 | 0,9983 | 0,9487 | 0,9223 | 0,8483 | 0,9130
BVM 0,7998 | 0,8993 | 0,7894 | 0,6374 | 0,6546 | 0,9786 | 0,6417 | 0,9760
BF 0,8442 | 0,9961 | 0,9701 | 0,9992 | 0,7505 | 0,9834 | 0,9205 | 0,9910

Legenda: FE= fendlicos; FT= flavonoides totais; AA-DPPH= atividade antioxidante por DPPH; AA- 8=
atividade antioxidante por B-caroteno/acido linoleico. MJ a CR= area de floresta; BVC a BF= area de
savana. MJ= Mucajai/Tamandaré; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVA= Boa Vista/Alvorada; BF=
Bonfim/Confianca; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazoénia.

Pode-se observar que, todas as correlagbes avaliadas enquadraram-se como
positivas (r= 0 até 1,0), no entanto, existem subdivisdes a respeito dessa positividade.
Nesse caso, a maioria das correlagdes apresentou-se fortemente positiva (r>= 0,8 a
1,0); parte figura-se como moderadamente positiva (r’= 0,5 a 0,8); e apenas a
correlagao entre fendlicos e atividade antioxidante por -caroteno/acido linoleico da
amostra MJ (area de floresta) no periodo seco se apresenta como fraca positiva (r°=
0,1 a 0,5), segundo a classificagdo de Figueiredo Filho e Junior (2009). No entanto,
estudos publicados sobre prépolis acerca dos teores de fendlicos, flavonoides e
atividade antioxidante tém mostrado resultados afirmando que, ha correlagéo positiva
entre eles (CABRAL et al., 2009; COTTICA et al., 2011; SILVA et al., 2006; MIGUEL et
al., 2014).
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Cabral et al. (2009) avaliaram a composicao fendlica e antioxidante da propolis
vermelha brasileira. Os mesmos expressaram resultados que afirmam a presenca de
correlacdo positiva de fraca a moderada (r’= 0,23) entre fendlicos e atividade
sequestradora do radical livre DPPH, e forte positiva (r?= 0,86) entre fendlicos e a
atividade antioxidante pela oxidacdo do sistema [ -caroteno/acido linoleico. As
amostras de propolis analisadas neste trabalho também apresentaram correlagéo
positiva, no entanto foram bem melhores do que os resultados expostos pelos autores
supracitados; a correlagdo variou de moderada a forte, em ambos os periodos
climaticos, para a variavel fendlicos x DPPH.

Cottica et al. (2011) analisando extratos de propolis obtidos a partir de
diferentes técnicas de extracdo observaram que, a atividade antioxidante pelo
sequestro do radical livre DPPH esta fortemente correlacionada aos compostos
fendlicos e flavonoides. Assim também como Miguel et al. (2014), que em seus
estudos com propolis coletadas em varias areas do Algarve - Portugal, verificaram
forte correlacdo entre fendlicos e flavonoides, com a atividade sequestradora do
radical livre DPPH.

Corroborando com os resultados expostos pelos autores supracitados, pode-
se inferir que, as concentragdes de fendlicos e flavonoides totais, mesmo em escalas
positivamente diferentes, estdo diretamente relacionadas a capacidade antioxidante

das amostras de propolis roraimenses analisadas neste trabalho.
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5 CONCLUSOES

A producao de propolis em geral foi baixa, porém maior em areas de floresta,
quando comparada as areas de savana, tanto no periodo seco, quanto no chuvoso.

A coloragao dos extratos etandlicos variou de amarelo, passando por tons de
castanho, marrom e vermelho.

O teor de fendlicos, flavonas e flavondis (flavonoides) para a maioria das
amostras foi inferior ao minimo estabelecido pela legislagao brasileira. De acordo com
esta normativa, apenas uma amostra de savana e uma de floresta, ambas do periodo
seco, apresentaram teores de fendlicos, flavonas e flavonois dentro da legislagéo.

O teor de flavanonas e diidroflavonois foi baixo, com exceg¢do de uma amostra
de savana e de floresta, ambas no periodo seco.

Os teores de antocianinas foram muito superiores as demais classes de
flavonoides, principalmente para uma amostra de floresta no periodo seco. E
importante ressaltar que em propolis, os dados para a classe em questdo nao sao
comuns na literatura. Esses sao resultados inéditos.

A atividade antioxidante por ambos os métodos foi significativa, apresentando
valores muito elevados quando comparados com dados da literatura.

A correlagdo entre as atividades antioxidantes e os teores de fendlicos e
flavonoides foi de moderada a forte, demonstrando que estas classes tiveram
influéncia sobre as atividades determinadas.

Os resultados aqui expostos, utilizando as abordagens de sazonalide e
fitofisionaomias de floresta e savana sao pioneiros em Roraima, contribuindo assim

para futuras pesquisas com prépolis no estado.
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APENDICE 1 - CURVA DE pALIBRA(}AO COM ACIDO GALICO A 798 nm PARA A
QUANTIFICACAO DE FENOLICOS NAS AMOSTRAS DE PROPOLIS ESTUDADAS

Concentragao final (mg/mL) Média e desvio padrao
das absorbancias (nm)

0,002 0,169 £ 0,038

0,004 0,23 + 0,048

0,006 0,505 + 0,069

0,008 0,734 £ 0,137

0,01 0,936 + 0,104

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1

y =101,9x-0,0966
R?=0,9744

Médiadas Absorbancias

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Concentracdo Final (mg/mL)
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APENDICE 2 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS ESTUDADAS,
APOS A REAGAO COM FOLIN- CIOCALTEU A 798 nm PARA A QUANTIFICAGAO

DE FENOLICOS

Média e desvio padrao das absorbancias (nm)
AMOSTRAS

Periodo chuvoso Periodo seco
MJ 0,163 + 0,004 0,203 £ 0,011
BVA 0,591 £ 0,019 0,294 +£ 0,014
CR 0,561 + 0,002 0,276 +£ 0,016
BvVC 0,468 + 0,016 0,329 £ 0,01
BVM 0,375 +0,013 0,162 + 0,003
BF 0,613 + 0,069 0,339 + 0,003

Legenda: MJ, BVA, CR= area de floresta; BVC, BVM, BF= area de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré;
BVA= Boa Vista/Alvorada; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazonia; BF= Bonfim/Confianga.
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APENDICE 3 - CURVA DE CALIBRACAO COM QUERCETINA A 441 nm PARA A
QUANTIFICACAO DE FLAVONAS E FLAVONOIS NAS AMOSTRAS DE PROPOLIS
ESTUDADAS

Concentragao final (mg/mL) Média e desvio padrao
das absorbéancias (nm)

0,001 0,079 £ 0,001

0,002 0,15+ 0,007

0,003 0,228 + 0,009

0,004 0,32 + 0,005

0,006 0,442 £ 0,014

0,5
0,45
0,4
wv
.
S 0,35
g
5 03
4
= 0,25
]
g 0,2 y=73,932x+0,0072
3 015 R?=0,9951
=
0,1
0,05
0]
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
Concentragdo Final (mg/mL)
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APENDICE 4 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS ESTUDADAS,
APOS A REACAO COM CLORETO DE ALUMINIO A 441 nm PARA A
QUANTIFICAGAO DE FLAVONAS E FLAVONOIS

Média e desvio padrao das absorbancias (nm)
AMOSTRAS

Periodo chuvoso Periodo seco
MJ 0,087 £ 0,020 0,038 + 0,004
BVA 0,080 + 0,013 0,110 + 0,002
CR 0,216 + 0,028 0,141 + 0,007
BVC 0,081 +£ 0,014 0,027 £ 0,001
BVM 0,109 + 0,049 0,048 £ 0,016
BF 0,149 + 0,009 0,212 + 0,005

Legenda: MJ, BVA, CR= area de floresta; BVC, BVM, BF= area de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré;
BVA= Boa Vista/Alvorada; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazodnia; BF= Bonfim/Confianca.
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APENDICE 5 - CURVA DE CALIBRAGAO COM PINOCEMBRINA A 493 nm PARAA
QUANTIFICACAO DE FLAVANONAS E DIIDROFLAVONOIS NAS AMOSTRAS DE
PROPOLIS ESTUDADAS

Concentragao final (mg/mL) Média e desvio padrao
das absorbéancias (nm)

0,0005 0,067 £ 0,003

0,0015 0,227 + 0,002

0,002 0,302 £+ 0,003

0,003 0,445 £ 0,008

0,004 0,584 + 0,025

0,7

0,6
(7]
0
205
<«
2
S 0,4
Q2
<
© 03
T
0
B 0,2
g y =147,12x + 0,0013

2 _
0,1 R*=0,9989
0
0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003 0,0035 0,004 0,0045
Concentragio Final (mg/mL)
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APENDICE 6 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS ESTUDADAS,
APOS A REACAO COM 2,4 — DINITROFENILIDRAZINA (DNP) A 493 nm PARA A
QUANTIFICAGAO DE FLAVANONAS E DIIDROFLAVONOIS

Média e desvio padrao das absorbancias (nm)
AMOSTRAS

Periodo chuvoso Periodo seco
MJ 0,175 +0,012 0,185 + 0,031
BVA 0,129 + 0,004 0,179 +£ 0,029
CR 0,166 + 0,017 0,143 £ 0,023
BvVC 0,171 +£0,011 0,182 + 0,006
BVM 0,154 + 0,009 0,154 + 0,015
BF 0,172 £ 0,004 0,244 + 0,028

Legenda: MJ, BVA, CR= area de floresta; BVC, BVM, BF= area de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré;
BVA= Boa Vista/Alvorada; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazonia; BF= Bonfim/Confianga.
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APENDICE 7 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS ESTUDADAS,
APOS A REACAO COM CLORETO DE ALUMINIO A 535 nm PARA A
QUANTIFICAGAO DE ANTOCIANINAS

Média e desvio padrao das absorbancias (nm)
AMOSTRAS
Periodo chuvoso Periodo seco
MJ 0,053 + 0,003 Q)
BVA 0,012 + 0,003 0,009 £ 0,003
CR 0,005 + 0,001 0,087 + 0,007
BvVC 0,029 + 0,002 0,025 £+ 0,003
BVM 0,032 + 0,003 0,036 = 0,005
BF ©) 0,116 + 0,004

Legenda: (-) = Nao analisado. MJ, BVA, CR= area de floresta; BVC, BVM, BF= area de savana. MJ=
Mucajai/Tamandarée; BVA= Boa Vista/Alvorada; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVC= Boa Vista/Monte
Cristo; BVM= Boa Vista/PA Nova Amazénia; BF= Bonfim/Confianga.



92

APENDICE 8 - CURVA DE CALIBRACAO COM TROLOX A 515 nm PARA
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NAS AMOSTRAS DE PROPOLIS
DE FLORESTA COLETADAS NO PERIODO CHUVOSO

Concentragao final (uMol/5 mL) Média e desvio padrao
das absorbéancias (nm)
0,018 0,37 £ 0,013
0,035 0,339 £ 0,005
0,052 0,308 £ 0,008
0,067 0,280 + 0,004
0,087 0,273 £ 0,006
0,105 0,223 £ 0,010
0,39
0,36
E 0,33
E 03
=
2 027 ° °
Q
ﬁ 0,24
S ®
&8 021
©
~§ 0.18 y =-1,5815x + 0,3948
R?=0,9708
0,15
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentragao Final
(uMol/5 mL)
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APENDICE 9 - CURVA DE CALIBRACAO COM TROLOX A 515 nm PARA A
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS
DE SAVANA COLETADAS NO PERIODO CHUVOSO

Concentragao final (uMol/5 mL) Média e desvio padrao
das absorbéancias (nm)

0,018 0,385 £ 0,002

0,035 0,313 £ 0,002

0,052 0,223 + 0,001

0,062 0,198 £ 0,005

0,067 0,158 + 0,003

0,077 0,111 £ 0,001

0,45
04 y = -4,616x + 0,4706
w 035 R%?=0,9943
0
g 03
«C
£ 02
w
2 02
w
3 0,15
08
g 0,1
2 0,05
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
Concentragdo Final (uMol de trolox/5 mL)
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APENDICE 10 - CURVA DE CALIBRACAO COM TROLOX A 515 nm PARA
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NAS AMOSTRAS DE PROPOLIS
DE FLORESTA E SAVANA COLETADAS NO PERIODO SECO

Concentragao final (uMol/5 mL) Média e desvio padrao
das absorbéancias (nm)

0,0025 0,434 £+ 0,004

0,018 0,370 £ 0,001

0,035 0,299 £ 0,007

0,052 0,204 + 0,001

0,067 0,133 £ 0,005

0,5
0,45

o
>

0,35 y =-4,7126x + 0,4525

R*=0,9965

o
w

0,25

o
N

0,15

Média das Absorbancias

o
i

0,05

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Concentragao Final
(uMol/5 mL)




95

APENDICE 11 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS DE FLORESTA
E SAVANA COLETADAS NOS PERIODOS CHUVOSO E SECO, APOS A REAGAO
COM DPPH A 515 nm PARA A DETERMINAGAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Média e desvio padrao das absorbancias (nm)

AMOSTRAS

Periodo chuvoso Periodo seco
MJ 0,305 £ 0,010 0,218 + 0,006
BVA 0,267 £ 0,012 0,274 + 0,006
CR 0,288 + 0,004 0,307 £ 0,011
BvVC 0,212 + 0,003 0,136 + 0,007
BVM 0,224 + 0,005 0,223 +£ 0,021
BF 0,262 + 0,003 0,230 £ 0,045

Legenda: MJ, BVA, CR= area de floresta; BVC, BVM, BF= area de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré;
BVA= Boa Vista/Alvorada; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazdnia; BF= Bonfim/Confianca.
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APENDICE 12 - ABSORBANCIAS DAS AMOSTRAS DE PROPOLIS DE FLORESTA
E SAVANA COLETADAS NOS PERIODOS CHUVOSO E SECO, APOS OXIDAGAO
DO SISTEMA B-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO A 470 nm PARA A
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

MEDIA DAS ABSORBANCIAS (nm)
AMOSTRAS
Periodo chuvoso Periodo seco
Tempo “0” | Tempo “120”| Tempo “0” |Tempo “120”

MJ 0,564 0,501 0,660 0,567
BVA 0,643 0,513 0,671 0,583
CR 0,612 0,561 0,675 0,538
BvVC 0,613 0,500 0,658 0,577
BVM 0,598 0,480 0,659 0,533
BF 0,608 0,533 0,677 0,632

Legenda: MJ, BVA, CR= area de floresta; BVC, BVM, BF= area de savana. MJ= Mucajai/Tamandaré;
BVA= Boa Vista/Alvorada; CR= Caracarai/Novo Paraiso; BVC= Boa Vista/Monte Cristo; BVM= Boa
Vista/PA Nova Amazonia; BF= Bonfim/Confianga.



