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RESUMO

A humanidade sempre buscou na natureza fontes de matérias-primas, seja de origem vegetal ou
em produtos oriundos de animais que pudessem ser utilizadas com cunho terapéutico e
medicinal para o tratamento de suas enfermidades. Dentre os muitos, um tem sido utilizado ao
longo dos anos pelos habitantes da regido Amazonica, a geopropolis, que é produzida pelas
abelhas sem ferrdo do género Melipona. As espécies M. seminigra e M. interrupta sdo
conhecidas por serem pouco agressivas e bastante sociaveis facilitando sua criagdo e manejo
por meio da Meliponicutura. A geopropolis possui uma composi¢cdo complexa rica em diversas
classes quimica muito por sua formacdo incluir partes de vegetais, resinas, polens, além da
mistura de solo e minerais e que como consequéncia podem proporcionar atividades biologicas
promissoras como, antitumoral, antitussigeno, antioxidante, antiparasitario, antimicrobiano,
antisséptico, antimutagénico, anti-inflamatorio e imunomoduladora, tornando-a bastante
apreciavel pelas comunidades consumidoras. Na Amaz6nia além do clima, a flora utilizada para
coleta de subsidios por parte das abelhas influencia diretamente na composicdo quimica da
geopropolis, refletindo nas propriedades bioldgicas do produto. A quantidade reduzida de
estudos sobre a composicao quimica da geopropolis e possivel origem boténica das substancias,
ressaltaram a importéancia de se realizar a pesquisa. Nesse contexto, foi desenvolvido o estudo
para caracterizar quimicamente a geopropolis de cinco diferentes localidades dos arredores de
Manaus. Os extratos metandlicos foram obtidos pela metodologia de maceracdo (48h) da
geopropolis seguido de banho ultrassénico (20min), filtrados e analisados por Espectrometria
de Massas (EM) e Espectroscopia de Ressonancia Magnética (RMN) e foi possivel diferenciar
0s constituintes quimicos entre os pontos de coleta por meio da Quimiometria (PCA e HCA)
evidenciando a presenca de flavonoides, acidos organicos e benzofenonas. Por injecdo direta
no equipamento de Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo foram propostas vinte e oito
substancias quimicas. As analises por CG-MS revelaram a presenca de quatorze substancias
terpénicas. Os resultados de CI50 e fendis totais apresentaram potencial anti-radicalar para os
extratos da geopropolis das espécies de estudo. O ensaio antimicrobiano dos extratos de M.
interrupta mostrou resultados satisfatorios de inibicdo e morte frente as cepas E. feacalis e S.
aureus. A pesquisa contribuiu com conhecimento quimico e biologico acerca da geoprépolis
das abelhas M. seminigra e M. interrupta, posto que existem poucos relatos na literatura sobre
0 produto.

Palavras-Chave: abelhas sem ferrdo, Quimiometria, RMN, EM, geoprépolis, Amazdnia.



ABSTRACT

Mankind has always sought in nature sources of raw materials, whether of vegetable origin or
products derived from animals that could be used with therapeutic and medicinal characteristics
for the treatment of their diseases. Among the many, one has been used over the years by the
inhabitants of the Amazon region, the geopropolis, which is produced by stingless bees of the
genus Melipona. The M. seminigra and M. interrupta species are known to be less aggressive
and quite sociable, facilitating their creation and management through Meliponicutura. The
geopropolis has a complex composition rich in several chemical classes greatly because of its
formation include parts of plants, resins, pollen, in addition to the soil and mineral mixture and
which consequently can provide promising biological activities such as antitumor, antitussive,
antioxidant, antiparasitic, antimicrobial, antiseptic, antimutagenic, anti-inflammatory and
immunomodulatory, making it very appreciable by consumer communities. In the Amazon,
besides the climate, the flora used to collect bee subsidies directly influences the chemical
composition of the geopropolis, reflecting the biological properties of the product. The reduced
amount of studies on the chemical composition of the geopropolis and the possible botanical
origin of the substances, emphasized the importance of conducting the research. In this context,
the study was developed to chemically characterize the geopropolis of five different locations
in the vicinity of Manaus. The methanolic extracts were obtained by the methodology of
maceration (48h) of the geopropolis followed by ultrasonic bath (20min), filtered and analyzed
by Mass Spectrometry (EM) and Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) and it was possible
to differentiate the chemical constituents between the points (PCA and HCA) evidencing the
presence of flavonoids, organic acids and benzophenones. Twenty-eight chemical substances
were proposed by direct injection into the High Resolution Mass Spectrometry equipment. GC-
MS analyzes revealed the presence of fourteen terpene substances. The results of IC 50 and
total phenols presented anti-radical potential for the extracts of the geopropolis of the study
species. The antimicrobial assay of the extracts of M. interrupta showed satisfactory results of
inhibition and death against strains E. feacalis and S. aureus. The research contributed with
chemical and biological knowledge about the bees' geopropolis M. seminigra and M. interrupta,

since there are few reports in the literature about the product.

Keywords: stingless bees, chemometrics, NMR, MS, geopropolis, Amazon.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos antigos, o ser humano buscou na natureza produtos que pudessem ser
utilizados para fins medicinais tratando uma grande diversidade de doencas. Um exemplo disso
sdo as abelhas, que fornecem produtos tradicionalmente consumidos pelo homem e que
apresentam propriedades nutricionais, medicinais e terapéuticas interessantes (WAGH, 2013).

Dentre os produtos, o mel e o pélen sdo utilizados como alimento e manutencdo da
colmeia, mas também, destaca-se a prépolis, resina formada pela unido de restos de vegetais,
cascas de arvores, pélens, saliva, 0 que garante uma constituicdo quimica rica e complexa,
influenciando nas propriedades bioldgicas do produto. Esta combinada ao barro, pelas abelhas
sem ferrdo garantem a consisténcia so6lida, denominada de geopropolis (CARVALHO-ZILSE;
NUNES-SILVA, 2012; DA CUNHA et al., 2013;).

Tradicionalmente a prépolis é utilizada pelos humanos em diversas comunidades, e 0
conhecimento popular passado de geracdo a geracdo. Ha registros datados de 300 a.C., da
utilizacdo por diversos povos como os: balcas, gregos, assirios, romanos, incas, maias, astecas
e egipcios, no tratamento de enfermidades, lesdes de pele, Ulceras, e na preparacdo e
embalsamento de mimias, no Antigo Egito (FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016).

No Brasil, a propolis foi explorada pela primeira vez pelos indigenas e o conhecimento
transcendeu para as mais diversas regiGes com destaque para a norte e nordeste, devido as suas
inimeras propriedades: antioxidante, antimicrobiano entre outras. Esta é utilizada no combate
de doencas pulmonares, infeccdo dos olhos, revigorantes e agentes bactericidas nas
comunidades. Além desse produto, a geoprépolis endurecida, era utilizada pelas comunidades
indigenas na composicdo do material para a producdo de utensilios (ferramentas) e nos
sepultamentos (vedacdo) das urnas. (BARTH; BARROS; FREITAS, 2009; SFORCIN;
BANKOVA, 2011; DA CUNHA et al., 2013;).

Este trabalho tem como escopo a caracterizacdo dos perfis quimicos presentes nas
geopropolis das duas abelhas, M. interrupta e M. seminigra, visto que algumas de suas
propriedades bioldgicas sdo exploradas pelas comunidades da regido Amazonica que fazem uso
da propolis seja como consumo proprio ou como fonte de renda. Assim utilizando as técnicas
de RMN, EM associadas a Quimiometria e CG-EM, juntamente a realizacdo de ensaios
quimicos e bioldgicos foram obtidas informac6es importantes a respeito da composicao deste

produto.
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2.

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v

Determinar o perfil quimico, atividade antimicrobiana e antioxidante de geoprépolis das
espécies de abelhas Melipona seminigra e Melipona interrupta endémicas da Regido

Norte.

2.2 Objetivos Especificos

v

Comparar os perfis quimicos de geopropolis das espécies Melipona seminigra e
Melipona interrupta empregando espectros de RMN e EM assistidos por ferramentas
quimiométricas.

Identificar as principais substancias quimicas responsaveis pela tipificacdo dos grupos
em relacdo ao ponto de coleta utilizando dados obtidos de loadings (PCA) referente as
técnica de Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);
Analisar os constituintes quimicos presentes nas fases hexanicas de geopropolis de
Melipona seminigra e M. interrupta por CG-MS;

Determinar os potenciais antioxidantes dos extratos metandlicos de geoprépolis em
relacdo a regido de coleta e a espécie via DPPH e Fendis Totais;

Avaliar atividade antimicrobiana frente as cepas E. feacalis, S. aureus, P. aeruginosa,
E. coli, C. albicans e C. Tropicalis, nos extratos metandlicos das espécies M. seminigra

e M. interrupta;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Conhecendo as abelhas sem ferrdo do género Melipona

Os insetos voadores além da sua importancia na cadeia alimentar, possuem um papel
ecoldgico gigantesco nos ecossistemas, atuando como agentes polinizadores da flora, dentre
eles estdo as abelhas com grande parcela nesta funcéo. Pertencentes ao filo Arthropoda, classe
Insecta, ordem dos Hymnoptera, familia Apidae e divididas em quatro subfamilias: Apinae,
Bombinae, Euglossinae e Meliponinae. As abelhas tém habitos sociais bem caracteristicos e
avancados o que lhes permite viver em uma sociedade com divisdo de trabalho.(KERR;
CARVALHO; NASCIMENTO, 1967; NOGUEIRA-NETO, 1997; OLIVEIRA, F. F. et al.,
2013;).

Um grupo especifico de abelhas, o das sem-ferrdo da tribo Meliponini, ttm chamado a
atencdo de pesquisadores devido as propriedades bioldgicas antioxidantes, anti-inflamatoria,
antimicrobiana presente na geoprdpolis, muito relacionados com constituintes quimicos das
mais diferenciadas classes de substancias como fendlicos, triterpenos, flavonoides entre outras,
as quais favorecem as caracteristicas bioldgicas do produto (BURDOCK, 1998; MURAD et
al., 2002; CAMARA et al., 2004;)

Os insetos desta tribo fazem parte de um montante de 417 espécies e possuem
distribuicdo na regido neotropical que engloba localidades na América Central (parte tropical)
e regides na América do Sul (subtropical do globo) (CAMARGO, J.M.F. & PEDRO, 2007;
PEDRO, 2014). No Brasil em especial, hd uma distribuicdo expressiva de espécies de abelhas
sem ferrdo, sendo 244 pertencentes a 29 géneros distintos e todas séo reconhecidas e validadas
no territdrio nacional. Do total, 87 sdo endémicas da fauna do territorio brasileiro e duas tem
destague na Regido Amazonica, a M. seminigra e a M. interrupta, devido aos seus potenciais
meliferos e de seus outros produtos (OLIVEIRA et al., 2013; PEDRO, 2014; CORREIA et al.,
2016;).

As abelhas deste género sao caracterizadas pela atrofia do ferréo, o que as impossibilita
de ferroar seus oponentes quando atacadas, dai a denominagdo “sem ferrao” (MOURE, 1961,
KERR et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2013; PEDRO, 2014). As Meliponas se protegem
geralmente realizando ataques em massas sobre seus oponentes aplicando mordidas sobre os
pelos e a pele do agressor (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1967; FRAZ, 2013). Na sua

maioria, agrupam-se nas arvores, em cavidades subterrdneas como casas vazias de cupins,
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fendas de paredes e rochas, ninhos abandonados de formiga arboricola ou de aves locais
(KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; OLIVEIRA et al., 2013;).

A diversidade da flora das matas tropicais fornece um extenso campo alimenticio para
as abelhas sem-ferrdo, contribuirem com a manutencdo, diversificacdo genética de varias
plantas na polinizacdo (BACELAR-LIMA et al., 2006; CARVALHO-ZILSE et al., 2007).

No caso da Regido Amazonica a polinizacdo da flora nativa vai de 40 a 90%, sendo que
60% da fauna € hermafrodita, ou seja, dependem diretamente do trabalho das abelhas sem ferrdo
e cerca de 38% das espécies vegetais sdo polinizadas por abelhas (KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996; CAMARA et al., 2004; KERR et al., 2001b; MOURE; URBAN;
MELO, 2007).

A relacdo com a flora torna as abelhas sem ferrdo grandes ajudantes do meio ambiente,
sendo utilizadas nas plantacGes cultivaveis e em estufas por meliponicultores, onde cooperam
na melhora da producdo polinizando os diversos vegetais com destaque para 0: camu-camu
(Myrciaria dubia), cupuacu (Theobroma grandiflorum), abacate (Persea americana), guarana
(Paulinia cupana), tomate (Lycopersicon esculentum), pepino (Cucumis sativus) entre outros.
(IMPERATRIZ-FONSECA; SARAIVA; JONG, 2006;).

Além dos beneficios a flora, os produtos fornecidos pelos meliponideos como mel,
polen e geopropolis sdo utilizados para consumo préprio ou como fonte de renda de muitas
familias (SEBRAE, 2006; ALVES et al., 2007; MAGALHAES; VENTURIERI, 2010; SILVA;
PAZ, 2012).
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3.2. Meliponério O lar das abelhas

O manejo das abelhas sem ferrdo ja data de muitos séculos, sua criagdo estava inclusa
h& muito tempo na cultura de povos indigenas da America Latina, algumas regides da América
Central e na América do Sul e que se estendeu até os dias atuais. No Brasil é pratica tradicional
dos sertanejos na regido do semi-arido e na Regido Amazonica com desenvolvimento em &reas
rurais, pequenas localidades urbanas e algumas comunidades indigenas localizadas proximas
as extensdes do rio, sendo assim uma forma de subsisténcia para as familias que ali habitam
(KERR et al., 2001;CARVALHO-ZILSE, G.A.; KERR, 2006;).

Atualmente se emprega a criagdo das abelhas sem ferrdo em locais denominados de
meliponarios, que sdo ambientes com espacos para comportar diversas caixas (colmeias), com
distancia variada entre elas e com recursos floristicos préximos, fornecendo assim alimento
para que possam produzir, mel e a geopropolis, além de, ajudar na manutencéo dos ecossistemas
que estdo inseridos (CARVALHO-ZILSE; KERR, 2006).

A criagdo destas abelhas integrada ao Sistema Agroflorestal (SAF) pode contribuir
substancialmente para o0 aumento da producdo agricola familiar e a geracdo de renda
(MAGALHAES; VENTURIERI, 2010; PEREIRA SILVA; LIMA; PAZ, 2012). Para os
pequenos agricultores, esta forma de producédo se torna muito atrativa por ndo exigir grandes
espagos, nem muito trabalho, quando comparados aos da rogca como o plantio, a pesca e a
criacdo de gado. E uma atividade rentavel a médio e longo prazo, devido produtos vendaveis
mel, cera e o geoprépolis. A criacdo oferece baixo custo de manutencdo e promove a
polinizacdo de espécies vegetais do ecossistema em que estdo inseridas (VENTURIERI,
RAIOL; PEREIRA, 2003; MAGALHAES; VENTURIERI, 2010; VIANA; GOES; SANTOS,
2012; VILLAS-BOAS et al., 2012).

No estado do Amazonas, a facilidade do manejo, a sociabilidade das abelhas sem ferrdo
e o alto valor terapéutico dos seus produtos com diversas propriedades medicinais tem
justificado a criacdo ( KERR, 1987; KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; FREIRES;
DE ALENCAR; ROSALEN, 2016;). Dentre as especies de abelha sem ferrdo que séo criadas
pelos meliponicutores, destacam-se a Melipona seminigra e Melipona interrupta
(CARVALHO-ZILSE; NUNES-SILVA, 2012).
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3.3. Espécies de Estudo Abelha Melipona seminigra

Dentre as mais variadas abelhas sem ferrdo presentes no ecossistema Amazonico,
destaca-se a Melipona seminigra aff. merrillae, Cockerell, 1919. Endémica da regido da
Amazonia é amplamente criada no Estado do Amazonas (MOURE; URBAN; MELO, 2007;
OLIVEIRA et al., 2013).

A sua distribuigdo vai do oeste dos rios Camanau e Curiad conhecido como Paricatuba
(no baixo Purus), com presenca na cidade de Manaus e ao norte na extensdo do rio Negro,
estando presente nas regides de varzea e florestas de igap6. (DA SILVA, 2012;). Possui diversas
denominagdes: Jandaira alaranjada da Amazonia, Jandaira e comumente conhecida por Urugu-
boca-de-renda (CASTRO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2013;).

As col6nias possuem um numero de individuos em torno de 4.000 sendo pouco
agressivas 0 que facilita o contato com humanos na criacdo (CARVALHO-ZILSE, G.A,;
KERR, 2006; OLIVEIRA, F. F. et al., 2013;). A espécie utiliza bolas de resina (2,5 cm de
diametro) com o intuito de vedar a entrada do ninho contra predadores como as formigas, 0s
forideos (moscas) e a Lestrimelitta limao (abelha limdo) (KERR et al., 2001).

A M. seminigra apresenta uma coloracdo diferenciada (Figura 1-B), sua colénia possui
uma entrada, figurando-se como uma “trombeta de renda” (Figura 1-A), revelando detalhes da
arquitetura que lembram uma renda em formato de circulo, dai a denominagao popular, “urugu-
boca-de-renda” (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1967; OLIVEIRA et al., 2013;).

No Amazonas a espécie também se destaca por seu potencial melifero produzindo boa
quantidade de mel e por ser extremamente adaptavel a diferentes regides do estado além de
auxiliar na dispersao das sementes das espécies de plantas, como por exemplo Zygia racemosa
(angelim rajado). (BACELAR-LIMA et al., 2006).

Figura 1 - M. semiigra: A) Entrada: formato d Trombeta; B) Coloragdo castanho-avermelhado.
Fonte Rebello, L.S.S., 2016.
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3.4. Espécies de Estudo Abelha Melipona interrupta

A segunda espécie é a Melipona interrupta, sinbnimo Melipona compressipes
manaosensis, denominada popularmente como: Jandaira-Preta-da-Amazonia ou Jupara. Pode
ser encontrada no Brasil, nos estados do Amazonas e Maranh@o e fora dos limites da fronteira
brasileira, Panama e Guiana Inglesa (KERR; CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; KERR et
al., 2001b; MOURE; URBAN; MELO, 2007;).

A colbnia dessa espécie possui uma estimativa de individuos entre 3000 a 5000,
tamanho meédio proximo a 1,3 cm, sdo pouco agressivas e extremamente higiénicas quanto a
limpeza dos residuos da colmeia (KERR, 2002; COSTA PINTO, 2007; FRANCINI, 2008;).

A espécie possui uma caracteristica bem especifica na entrada da col6nia, a
particularidade se configura no geoprépolis endurecido e esbranquicado (COSTA PINTO,
2007). Outro detalhe singular da espécie é a existéncia de um individuo que atua como vigilante
responsavel pelo primeiro alerta para a col6nia a respeito da aproximacao e invasores, (Figura
1-A) (KERR, 2002).

A M. interrupta apresenta coloracdo escura (Figura 2-B) e tem como principal
caracteristica ser uma excelente produtora de mel favorecendo sua criacdo em meliponarios no
Estado do Amazonas (MARQUES-SOUZA et al., 2002; CARVALHO-ZILSE; NUNES-
SILVA, 2012; BECKER, 2014;).

Figura 2 — M. interrupta: A) Entrada: geoprdpolis esbranqui¢ado e um vigilante; B) Coloracao escura.
Fonte Rebello, L.S.S., 2016.
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3.5. Espécies floristicas visitadas pelas abelhas sem ferr&o

As abelhas sem ferrdo, sdo uma das formas de vida mais importantes para auxiliar na
reproducdo da maior parte das angiospermas, plantas que possuem suas sementes protegidas
(OLIVEIRA; ABSY; MIRANDA, 2009; OLIVEIRA et al., 2013;).

As espécies de abelhas M. seminigra e M. interrupta podem coletar uma extensa
quantidade de pdélens e resinas das mais variadas espécies vegetais. Tais informagdes foram
comprovadas durante muitas décadas, por meio de estudos palinologicos (referentes aos pélens)
e a sua constatacdo forneceu dados bibliograficos de que as espécies da tribo Meliponini
coletam exemplares das mais diversas familias, como: Anacardiaceae, Myrtaceae,
Leguminosae, Euphorbiaceae, Clusiaceae entre outras (ABSY; KERR, 1977; ABSY;
BEZERRA; KERR, 1980; SOUZA et al., 2004; OLIVEIRA; ABSY; MIRANDA, 2009;
OLIVEIRA, F. F. etal., 2013).

Estudos realizados recentemente na regido de Manaus voltados aos grdos de polen,
revelaram que entre os meses de seca, agosto a outubro de 2012, evidenciaram a presenca de
algumas espécies floristicas dentro dos ninhos de M. seminigra mais generalista (FERREIRA;
ABSY, 2017) e outro estudo realizado nos meses de chuva, final outubro a junho, 2001 e 2010
(OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA; ABSY; MIRANDA, 2009), segundo o quadro (1)
adaptado abaixo:

Quadro 1 - Espécies botanicas presentes no ninho da M. seminigra. “continua”.

FAMILIA

TIPO DE POLEN

NOME POPULAR

AMARANTHACEAE

Alternanthera

perpétua-do-brasil

ANACARDIACEAE

Anacardium occidentale

caju

Spondias mombin

caja, tapereba

Tapirira guianensis

pau pombo ou tapiriri

ASTERACEAE Mikania r_oraimensis guaco
Vernonia scabra assa-peixe
Astrocaruum aculeatum tucum, tucuma acu
ARECACEAE Euterpe oleracea acaizeiro, palmeira-sagu;
Mauritia flexuosa buriti
ARALIACEAE Didymopanaxmorototoni morototo
ARECACEAE Attalea maripa inaja
APOCYNACEAE Rauwolfia grandiflora muirapininga
BIXACEAE Bixa orellana urucum
BURSERACEAE Protium heptaphyllum breu ou almecegueira
BORAGINACEAE Cordia sellowiana louro mole

CAESALPINIACEAE

Cassia sp.

CARICACEAE

Carica papaya

mamao, mamao-papaia
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Quadro 1 - Espécies botanicas presentes no ninho da M. seminigra. “continuagio”.

CECROPIACEAE

Coussapoa asperifolia

apui, apui-folha-grande

magnifolia
CYPERACEAE Scleria trigo-guarani
CLUSIACEAE Vismia guianensis lacre
DILLENIACEAE Dillenia maca-de-elefante
Alchornea pau-0leo
EUPHORBIACEA Amanoa louro-babdo
Croton lanjouwensis dima
Cassia alata fedegoso gigante

FABACEAE/
CAESALPINOIDEAE

Cassia minosoides

chuva-de-ouro

Cynometra bauhiniifolia

jutairana-preta

Hymenaea

jatoba

Diplotropis purpura

sucupira preta

Dipteryx adorata

camaru, camaru-ferro

Swartzia

arruda vermelha

FABACEAE/
MIMOSOIDEAE

Aeschynomene sensitiva cortica
Enterolobium tamboril arariba
Inga edulis inga-da-pria
Mimosa invisa malicia de mulher
Mimosa pigra calumbi d'agua, giquiri
Mimosa pudica dormideira
Senna reticulata matapasto

Senna siamea

cassia amarela

Zygia racemosa

angelim-rajado

FLACOURTIACEAE

Casearia arborea

casearia

HYOPERICACEAE

Vismia guianensis

lacre-branco, pau-de-lacre

Vismia japurensis

capianga; lacre-vermelho

ICACINACEAE

Poraqgueiba guianensis

umari-amarelo

LAMIACEAE

Hyptis brevipes

horteld do mato

LECYTHIDACEAE

Eschweilera fracta

mata-mata

LORANTHACEAE

Phthirusa micrantha

pau polvora, periquiteiro

MALPIGHIACEAE Byrsonima murici arboreo ou da praia
Mirconia quaresmeira-de-flor-branca
MELASTOMATACEAE Bellucia imperialis goiaba de anta
Bellucia grossularioides araca de anta
MELIACEAE Cedrela credo-vermelho
MORACEAE Cecropia embauba
Eugenia stipitata araca-boi
MYRTACEAE EUgElLEL -
Myrcia sp. -
Syzygium jambolana jamel&o, azeitona
POLYGONACEAE Trlplarl_s for’mlgu_elro
Symmeria tanara, cariperana
PORTEACEAE Antigonon leptopus amor-agarradinho
Borreria capitata agridozinho-tapete
MUl Borreria latifolia corddo-de-frade-branco
RUTACEAE Citrus sp. -

32



Quadro 1 - Espécies botanicas presentes no ninho da M. seminigra. “conclusdo”.

SAPINDACEAE Talisia macrophylla pitomba-do-mato
SOLANACEAE Solanum batata, tomate, beringela
VERBENACEAE Stachytarpheta cayennensis gervao urticante
URTICACEAE Cecropia embalba-vermelha
ULMACEAE Trema micrantha grandilva

Fonte — Rebello, L.S.S., 2017; Adaptado de Ferreira & Absy, 2013 (p. 211).

A abelha M. interrupta mais restritiva, porém nao se configura como uma regra durante
as visitas floristicas. Segundo estudo realizado por Ferreira & Absy, 2013 nos meses de seca
outubro e novembro de 2010 no municipio de Manacapuru - AM, foi possivel a identificagdo

de diferentes tipos de polen presentes na colmeia de varias familias botanicas (Quadro 2).

Quadro 2 - Espécies botanicas presentes no ninho da M. interrupta.

FAMILIA ESPECIE BOTANICA NOME POPULAR
AQUIFOLIACEAE llex congonha, erva-mate, calna,
ARECACEAE Elaeis -
ASTERACEAE Mikania cipd-caatinga, cip6-sucuriju,
BIGNONIACEAE Tecoma ipé-de-jardim, amarelinho
BORAGINACEAE Cordia louro-babdo, grédo-de-galo
BIXACEAE Bixa orellana urucum
BURSERACEAE Protium breu

CAESALPINIOIDEAE

Cenostigma tocatinum

pau-preto, cassia rodoviaria

Schizolobium amazonicum

canafista e fava-canafistula

EUPHORBIACEAE _ Alchornea auerana, supiarana,
Aparisthmium cordatum pau-de-facho
FABACEAE/ Inga inga de metro
FACOIDEAE Displotropis purpurea sucupira-da-terra-firme
HYPERICACEAE Vismia lacre-branco, pau-de-lacre

Mimosa invisa

malicia de mulher ou sensitiva

Mimosa guilandinae

Mimosa asperata

FABACEAE : -
Mimosa spruceana -
Piptadenia angico jacaré, pau jacaré
Stryphnodendron guianense baginha
MALVACEAE Bombax munguba cacau selvagem
PASSIFLORACEAE Passiflora maracuja, flor-da-paixdo
POLYGONACEAE Triplaris surinamensis pau-formiga-branco
SAPOTACEAE Pouteria caimito abieiro, abiu

Fonte — Rebello, L.S.S., 2017; Adaptado de Oliveira et al., 2009 e 2013, (p.508-510); Ferreira e Absy, 2017, (p.6-7).

As floradas para as abelhas além de ser uma fonte de alimento, auxiliar na composicao
quimica e estrutural da geoprépolis (FERREIRA; ABSY, 2013). A formacdo confere ao
produto grande potencial farmacéutico. A medida que se amplia a escala de utilizacio, aumenta

a necessidade de estudos que comprovem sua origem boténica, composi¢do quimica, atividades
bioldgicas (DA SILVA, 2012; DA SILVA et al., 2013).
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3.6. Geopropolis e a sua Constituicdo Quimica

A propolis é uma mistura de saliva, resina de plantas, pdlen, estruturas vegetais e restos
de cascas de arvores, e quando adicionado solo e/ou argila pelas abelhas sem ferrdo adquire
uma formacdo endurecida denominada de geopropolis. (KERR; NOGUEIRA-NETO, 1997;
CARVALHO-ZILSE; NUNES-SILVA, 2012; DA CUNHA et al., 2013;).

As abelhas sem ferrdo utilizam a geopropolis para evitar a entrada de invasores (aranhas,
moscas, formigas), para aquecimento, delimitacdo dos ninhos, mumificacdo de invasores,
reducdo de bactérias e fungos no ambiente interno da caixa (NOGUEIRA-NETO, 1970;
MARCUCCI, 1995; CAMARA et al., 2004; CARVALHO-ZILSE et al., 2007;).

De modo geral, a propolis in natura presente na geoprépolis € composta de 6leos
essenciais volateis 5 a 10%, 5% de pdlen, 30% de cera e 50% de resina e restos de vegetais
formando um material com arranjo extremamente complexo, com odor e sabor aromatico
caracteristico e coloracdo especifica: verde, vermelha ou marrom, além de ser rica em diversos
principios ativos (WOISKY, R.G., SALATINO, 1998;).

Quimicamente na sua formacdo podem estar presentes mais de 300 constituintes
quimicos diferentes (MARCUCCI, 1995;BURDOCK, 1998; GRAIKOU et al., 2016;), como
os acidos fendlicos e derivados, dilactonas, fenodlicos, ésteres, aldeidos, benzofenonas,
benzopiranos, terpenos e acglcares (LUSTOSA et al., 2008; OZKUL; CAMPOS et al., 2014;
FREIRES; DE ALENCAR; ROSALEN, 2016;). A diversificacdo pode variar de regido para
regido (BANKOVA, 2005), periodo de coleta e fator sazonalidade influenciando diretamente
na composicdo da geoprépolis (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004,
SANCHES: PEREIRA; SERRAO, 2017a).

O estudo realizado com o geopropolis de M. quadrifasciata anthidiodes, M.
compressipes e a Tetragona clavipes, mostraram o quanto o produto é rico em compostos de
diferentes classes como os acidos graxos, substancias aromaticas, triterpenos e flavonoides
(BANKOVA et al., 1998).

A literatura mostra que diferentes tipos de flavonoides j& foram isolados e identificados
em extratos de geoprépolis com o uso das técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectrometria de Massas (EM), Cromatografia Liquida hifenada ao espectrdmetro de massas

(UPLC-MS) dentro do género Melipona como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Flavonoides encontrados em extrato de geoprépolis do género Melipona.

Espécie Substancia Referéncias

OH

M. subnitida (Souza et. al., 2013).
OH (0]
(7-O-metil-naringenina)
HO (0] O
(O
| OH
M d f . OH O
. quadrifasciata Galanaina
| . ( gina) (Cardozo et al., 2015).
M. marginata OH
HO o O
(I
OH
OH (o]
(Kampferol)
OH
M. seminigra ®/ ]
_ HO O (Da Silva et al., 2013;
M. interrupta | .
Da Silva, 2012).
OH o

(Naringenina)
OH

M. interrupta (Da Silvaet al., 2013).

(Miricetina-3-O-B-Glicopiranosideo)
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M. quadrifasciata

OH o

(Apigenina)

(Bonamigo et al., 2017)

M. interrupta

HO OH
°© o
OH
o)

HO O OH

HO [¢]
(Naringenina-4’-O-3-Glicopiranosideo)

(Da Silva et al., 2013)

M. subnitida

OH o

De Souza, 2016

M. (Melikerria)

compressipes

OH O

(5-hidroxi-3°,4°, 7- tetrametilflavona)

(Tomés-Barberéan et
al., 1993).

M. compressipes

M. quadrifasciata

©

(Bankova et al., 1998).

anthidiodes ou o
pinobanksin
OH
oo L
M. seminigra O (Da Silva, 2013).
OH
OH (e]
taxifolina
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Outros sete flavonoides, 7-O-metil-naringenina, 7-O-metilaromadendrina, 7,4’-di-O-

metilaromadendrina, 3-O-metilquercetina, 4’-O-metilkaempferol, 5-O-metilaromadendrina e
5-O-metilcaempferol, além das substancias da classe dos fenilpropanoides 6-O-p-coumaroil-D-
galactopiranose e 6-O-cinamoil-1-O-p-cumaroil-p-D-glucopirano foram identificados nos
extratos etandlicos de geoprépolis da espécie de M. subnitida Ducke do municipio de
Vieiropolis - PA (DE SOUZA et al., 2013;).

O estudo relacionado a matriz extrato hidroalcoolico geopropolis da espécie M. orbignyi

aromadendrina, naringenina e metil naringenina (DOS SANTOS et al., 2017).

constatou por analise em CLAE a presenca dos flavonoides aromadendrina, metil

Outra classe de substancias identificadas em extratos polares de geoprépolis de

Meliponas séo os acidos fendlicos conforme a tabela (2) na sequéncia:

Tabela 2 - Acidos fenélicos encontrados em extrato de geopropolis do género Melipona.

Espécie

Substancia

Referéncias

M. quadrifasciata
M. margiata
M. scutellaris
M. fasciculata

M. flavoneita

I
HO:©/\/‘\0H
HO

Acido caféico

O§ OH

(o]
1
Acido vanilico

(Velikova et al.,
2000a, 2000b;
Sawaya, 2006;

Bastos et al., 2007,
Cardozo et al., 2015;
Oliveira et al., 2012;)

M. quadrifasciata
M. fasciculata

M. flavoneita

(]

‘ OH
HO
O

Acido ferdlico

(Velikova et al.,
2000a, 2000b;
Oliveiraet al., 2012;
Cardozo et al., 2015;)

M. subnitida

OH

HO OH
OH o
o |
HO (0]
o (o}
HO
OH

Digaloil - glicose

(De Souza, 2016)

M. quadrisfascita

anthidioides

©/vﬁ\
AN OH

Acido cinamico

(Velikova et.al.,2000b;
Campos et al., 2014;
Cardozo et al., 2015;).
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o}
HO:<</
o}
\
HO

(Da Cunha, 2012;

M. scutellaris Da Cunhaet al.,
2013;).
Acido ftalico
(Batista et al., 2016;
M. subnitida Ox—"
_ Cunha et al., 2009;
M. fasciculata
Smith Dutra, 2012;
mi
) "o o Dutra et al., 2014;
M. flavoneita < oM .
Acido galico Oliveira et al., 2012;)
|o (Velikova et al.,2000b;
M. seminigra X “OH Oliveira et al., 2012;
M. marginata Silva et al., 2013;
HO

Acido p-cumarico

Cardozo et al., 2015;)

M. fasciculata
Smith

OH
OH

Acido valoneico dilactona

(Liberio et al.,2011;
Dutra, 2012;
Dutra et al., 2014;).

OH o

OH
r?

Acido anacardico

(Dutra et al., 2014;
Araujo et al., 2015;)

M. quadrifasciata
anthidioides

HO
Acido caurendico

(Velikova et al.,
2000b)

M. subnitida
Ducke

Ot

H
OH

1-O-coumaroil-6-O-cinamoil-b-D-

glicopiranosideo

2 i
o %
HO o
o) OH

Dutra, et al. 2014.
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OH

HO

HO A OH
o
7z /
o
OH
o Q O
w )

OH OH

Galoil-HHDP-glicose

Outra classe de metabdlitos encontradas nos extratos de geoprépolis das abelhas sem
ferrdo foram identificados por CG/EM e por CLAE/EM s&o os triterpenos e sequiterpenos,
dentre eles alguns ja conhecidos como: a-amirina, B-amirina e o lanosterol. Outros j& foram

descritos em estudos anteriores e estdo apresentados na tabela (3):

Tabela 3 - Triterpenos encontrados em extratos de geopropolis de Melipona.

Espécie Substéncia Referéncias
X
M. fasciculata; (Pianaro, 2007;
M. scutellaris; Batista et al., 2016;)
M. rufiventris; HO
Lanosterol
M. seminigra;
] . (Abreu et al., 2006;
M. interrupta; Pianaro, 2007;
M. fasciculata; ’ '
M lari Silva et al., 2013;
. scutellaris;
) ) HO H Batista et al., 2016;).
M. rufiventris; a-~amirina
M. seminigra;
M. : (Pianaro, 2007,
. interrupta;
) P Dutra et al., 2008; Silva
M. fasciculata; tal. 2013
etal., ;
M. scutellaris;
: . " no Batista et al., 2016;).
M. rufiventris; [3-amirina
M. f;lzglsleqeata 7@\ (Oliveira et al., 2013b;
e X Ferreira et al., 2016;)
(Pino et al., 2006;
M. beecheii: | . Torres-(;%rl%a)lez etal.,

o - pineno B - pineno
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Nos extratos etandlicos de M. orbignyi foi sugerida a presenca de substancias terpénicas,
acucares, alcoois e alguns fenolicos com propriedades bioldgicas (CAMPOS et. al., 2014).
Estudos realizados com extratos etandlicos de M. scutellaris foi possivel isolar e identificar
cinco substancias dentre elas a substancia ent-nemorosone (benzofenona), além de uma nova
substancia da classe das cumarinas (DA CUNHA et. al., 2016).

Tabela 4 - Cumarinas e benzofenos encontrada no extrato de geoprépolis de Melipona.
Espécie Substancia Referéncias

(Da Cunhaetal.,
2016)

M. scutellaris;

5,7-di-hidroxi-6-(3-metil-2-butenil)-8-(4-cina
moil-3- metil-1-oxobutil) -4-propil-cumarina

H O HO 0" o
5,7-dihidroxi-6-(4-cinamoil-3-metil-1-oxobutil
-4-fenilcumarina)

3.7. Propriedades bioldgicas da geoprépolis enaltecidas pela quimica

A comunidade cientifica tem relatado que a diversidade de substancias quimicas
presentes na geopropolis favorece o aparecimento de iniUmeras propriedades com potenciais
farmacologicos e medicinais que atuam contra doencas cardiovasculares, respiratorias,
dermatoses, problemas de fertilidade feminina, visuais, alergénicas, imunomoduladoras,
infecciosas e participacdo no tratamento de Glceras o que tém sido extremamente interessantes
(PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002; FREITAS et al., 2008; LIBERIO et al., 2011;
FRANCHIN, 2012, 2013; ARAUJO et al., 2015;).

A realizacdo de testes biolégicos e quimicos com extratos da geopropolis de Melipona

indicam atividades biologicas como, atividade antibacteriana, antimicrobiana, anticancerigena,
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antisséptica, analgésica, antitumoral, fungicida, anestésica, reparadora tissular, cicatrizante,
antifungica, antiviral, antioxidante, anti-inflamatdria e antiproliferativa (SILVA et al., 2006,
2013; FREITAS et al., 2008; DA SILVA, 2012; OLIVEIRA et al., 2017;).

Tabela 5 — Atividades biol6gicas em extratos de geopropolis e de produtos de abelhas do género Melipona.

Espécie AF'V',da.‘de Referéncias
Biologica
M. marginata o (Campos et al., 2014; Velikova et
- Citotoxico;
M. orbignyi al., 2000a,b)
M. subnitida Fitotoxico (Pereira et al., 2017)
M. orbgnyi Antimutagénico (Dos Santos et al., 2017a)
M. compressipes (Velikova et al., 2000a,b;
M. fasciculata Smith Fernandes Jr et al., 2001,
M. favosa Duailibe; Gongalves; Ahid, 2007;
M. mandacaia Antimicrobiano; Da Cunha et al., 2013;
M. orbignyi Campos et al., 2017
M. quadrifasciata anthidoides Dos Santos et al., 2017a;
M. scutellaris Faria et al., 2017;
M. seminigra Da Silva et al., 2013;)
M. scutellaris Antiploriferativa; (Da Cunhaetal., 2013)
M. fasciculata Smith Anticéancer; (Bartolomeu et al., 2016)
M. compressipes (Campos et al., 2014;
M. orbignyi Antibacteriano; De Sousa et al., 2015;
M. subnitida Duailibe;Gongalves; Ahid, 2007)
_ (Da Cunha et al., 2013, 2016;
M. scutellaris Ny .
) Antiinflamatorio; Dos Santos et al., 2017a;
M. orbgnyi )
Franchin et al., 2012, 2013)
M. fasculata Smith (Bonamigo et al., 2017;
M. flavolineata Campos et al., 2014;
M. interrupta Da Silva et al., 2013;
M. mondury Antioxidante; De Souza et al., 2013;
M. orbignyi Dos Santos et al., 2017a;
M. quadrifasciata anthidoides Dutra et al., 2014;
M. rufiventris Marquez Hernandez et al., 2010;
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M. seminigra Oliveiraet al., 2012;
M. subnitida Silva et al., 2009)

A presenca de diversas substancias quimicas na geopropolis como os acidos aromaticos,
ésteres, fendlicos, acglcares, alcoois, aldeidos, &cidos graxos, terpenos, aminoacidos, algumas
proteinas, esteroides, cumarinas, cetonas, flavonoides, vitaminas e diversos minerais, faz com
que o produto apresente um alto valor medicinal explorado de forma farmacoldgica
(MARCUCCI, 1995; MENEZES, 2005; DA SILVA et al., 2006; BANKOVA, 2009;).

As substancias que mais vem se destacando sdo os flavonoides. A ingestdo de produtos
gue contem esta classe auxilia na absorcéo de vitaminas: B1, B2, B6, C, E dentre outras, além
de favorecer surgimento de atividade antimicrobiana e antioxidante. A maioria das propriedades
farmacoldgicas referente a assimilacdo das fontes nutricionais e vitaminicas da prépolis é
atribuida a presenga dos flavonoides (WILLIAM; SPENCER; RICE-EVANS, 2004,
MENEZES, 2005; LUSTOSA et al., 2008;).

Estes metabolitos secundarios, também possuem a capacidade de induzir a apoptose,
morte celular programada ajudando no controle de células tumorais (CHEN; WU; LIN, 2004),
As substancias quercetina, tangeritina e soforanona se destacam por sua agdo antitumoral,
outras como a acacetina e galangina podem inibir a atividade da sintese das prostaglandinas
(ciclo-oxigenase (COX)). (KUJUMGIEV et al., 1999; VELIKOVA et al., 2000b; BORRELLI
etal., 2002;).

Os flavonoides também atuam minimizando a peroxidagdo lipidica e o efeito dos
radicais livres das células evitando a alteracdo sensorial indesejavel de 6leos, gorduras e
alimentos. As catequinas ajudam no controle e reducdo do nivel de triglicerideos e no efeito de
coagulacdo sanguinea agindo como anticoagulantes (COUTINHO; MUZITANO; COSTA,
2009; OLIVEIRA et al., 2012; DOS SANTOS; RODRIGUES, 2017;).

Os é&cidos fenolicos e derivados (artpelina C, bacarina, acido p-cumarico, acido
cinamico, cafeoilquinicos) também apresentam tais propriedades e € a classe que possui maior
efeito antioxidante nos estudos biolégicos (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA, 2013; SILVA et
al., 2013;). Tanto esta classe, como a dos flavonoides em geral, possui varios grupos reacionais
(hidroxilas, carbonilas e metoxilas) o que favorece a doacdo de atomos de hidrogénio
aumentando a sua propriedade antioxidante (PIETTA, 2000; BARREIROS; DAVID, 2006; DA

SILVA etal., 2013;). Além disso, apresentam atividades antibacterianas e antifingicas, que sao
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provenientes da existéncia dos p-cumaricinos e prenilados (MARCUCCI, 1995; BANKOVA,;
CASTRO; MARCUCCI, 2000; BANKOVA, 2005; LIMA, 2015;).

O éster fenetilico do &cido cafeico mostrou atividade de anti proliferamento (contencéo)
do Hep3B (hepatocarcionoma), inibindo e sendo uma alternativa de controle contra as células
cancerigenas de camundongos (JIN et al., 2005).

No campo da atividade antiviral, estudos relatam que alguns constituintes presentes na
prépolis e em seus extratos apresentaram atividade em relacdo a alguns patdgenos do homem
com caracteristicas virais (VYNOGRAD; VYNOGRAD; SOSNOWSKI, 2000; PETER et al.,
2017;) como, o herpes virus humano tipo 1 (HSV1) e 2 (HSV2) (COELHO et al., 2015;
HULEIHEL; ISANU, 2002), além do virus que causa a imunodeficiéncia humana (HIV)
(GEKKER et al., 2005). Mas também, revelaram atividades inibidoras contra o virus influenza
aviaria, herpesvirus bovino (BoHV-1) e diarreia viral bovino (BVDV) (KUJUMGIEV et al.,
1999; PETER et al., 2017).

Os terpenos também auxiliam como inibidores antitumorais, como exemplo o diterpeno
(PMS-1) apresentou atividade inibitoria no crescimento de diversas células humanas tumorais
(JIN et al., 2005; CAMPQOS, 2016;).

Os constituintes quimicos enaltecem propriedades bioldgicas extremamente
importantes, os estudos sdo promissores para 0s campos medicinais e terapéuticos, como
medicamentos. Para que este produto atinja status possiveis de comercializagdo, como
evidenciado pelo Ministério da Agricultura através da Instrucdo Normativa n° 3, de 19 de
janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), é necessario a realizacdo de mais estudos para aumentar o
conhecimento a respeito do perfil quimico da matriz geoprépolis através de técnicas (RMN,
EM, LC-MS e CG/ EM) e assim comprovar a eficacia de algumas de suas atividades associando

de forma mais precisa as propriedades bioldgicas as suas substancias quimicas presentes.

3.8. Estudo de metabolémica por EM e RMN aplicadas a Quimiométrico

As tecnicas espectrometricas tém sido aplicadas com muito sucesso em diversas areas
da ciéncia com o intuito de atribuir informagGes mais precisas e completas a respeito do objeto
de estudo. No ambito quimico, é possivel explorar ndo s as caracteristicas do material como
(variacdo de massa, nivel de concentracdo e polaridade das substéncias) mas também,
determinar possiveis informagfes estruturais e indo um pouco mais além, estabelecer uma

relacdo direta ou ndo com diversas propriedades biolégicas que o produto possa vir a descrever.
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(BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998; BELTON et al., 1998, MARASCHIN et al., 2012;
KUMAR et al., 2014;).

A atribuicdo dessas informacdes no campo metabolémica se deve muito a utilizagéo de
técnicas analiticas muito poderosas que permitem explorar ao maximo propriedades quimicas
(MARASCHIN et al., 2012). As principais e mais utilizadas s&o as técnicas analiticas de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas (EM)
(MARASCHIN et al., 2012; FERREIRA, 2015;).

3.8.1. Espectrometria de Massas (EM)

A técnica de espectrometria de massas (EM) é uma técnica analitica que permite a
separacao dos ions mais interessantes da matriz dispostos segundo a relacdo massa/carga (m/z)
e sua intensidade relativa (%). Apresenta como caracteristica a velocidade de analise, alta
sensibilidade, consumo baixo de solvente, favorecendo extratos com baixos rendimentos,
porém, é destrutiva (MARTINS et al., 2016). A tecnologia fornece dados que podem ser
gerados por meio de diferentes métodos de ionizacdo. O principal, é 0 método ESI — ionizacao
por eletrospray, variando o modo entre positivo e negativo (VILLAS-BOAS et al. 2005;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010;).

A ionizacdo pelo modo eletrospray (ESI) é uma forma de ionizacdo mais branda pois
gera produtos (ions) e dependendo dos modos utilizados podem gerar ions catidnicos para o
modo positivo e ions anidnicos para o negativo. O modo gera ions com uma baixa quantidade
energética limitando a visualizacdo de possiveis fragmentacdes para uma analise mais profunda,
porém é uma excelente técnica para a realizacdo exploratéria de substancias quimicas ja
isoladas (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

A caracterizacdo de matrizes quimicas complexas pelo modo ESI auxilia na obtengédo
resultados de forma eficiente e rapida. A analise por eletrospray permite explorar substancias
das mais variadas massas moleculares, dentre elas, as que possuem caracteristicas polares, de
facil ionizacdo/fragmentacdo, ja que podem ocorrer quebras dentro da fonte. A técnica também
possibilita a analise geral do perfil quimico por injecdo direta, gerando assim, espectros que
podem ser comparados e classificados para a obtencdo de uma resposta quimica ou
quimiometrica (SAWAYA et al., 2004; SAWAYA,; CUNHA, 2007; DETTMER; ARONOV;
HAMMOCK, 2007;).

A técnica sozinha (EM) ou mesmo hifenada a outros equipamentos (HPLC, PS-EM,

CG-EM, HS-SPME, SPME etc.) auxilia na caracteriza¢do, isolamento e comprovagdo de
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substancias quimicas, além de aumentar as possibilidades investigativas de determinado objeto
de estudo. (WILSON, 2003; MARASCHIN et al., 2012;).

A técnica tem destaque para a pesquisa de padrdo de qualidade de fitoproduto da planta
Ajuru (Chrysobalanus icaco Linnaeus) (PARACAMPO, 2017), identificacdo de cervejas
falsificadas (PEREIRA, 2016), caracterizagdo de azeite de oliva (ALVES, 2010), analise de
propolis de abelhas com e sem ferrdo (SAWAYA, 2006; SAWAYA et al.,, 2007;),
caracterizacdo de charuto (PRATA; EMIDIO; DOREA, 2011), analise de macroalgas e
cogumelos (DE PINHO et al., 2009) e andlise de fumaca gerada por tecidos subcutaneos
(KALIL et al., 2016), entre outros.

Tais informacbes podem ser melhor exploradas de forma estatistica por meio de
ferramentas quimiométricas, a fim de possibilitar o estabelecimento de correlaces entre as
matrizes de estudo e suas informacdes quimicas e biolégicas (MARASCHIN et al., 2012;
FERREIRA, 2015;).

3.8.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de RMN é uma ferramenta extremamente poderosa que possui a capacidade
de fornecer a medida mais completa possivel dos constituintes quimicos de uma determinada
amostra (GAD et al., 2012). Nos ultimos anos tem sido muito utilizada pela sua eficiéncia na
analise metabolémica de plantas (IOSET et al., 2011), diferenciacdo de méis quanto a quimica
e origem botanica (BOFFO et al., 2012), discriminacao dos tipos de sucos de macés (BELTON
et al., 1998), adulteracdo em dleos de camellia (SHI et al., 2018), analises de processos de
composicdo de adgua de coco (SUCUPIRA et al., 2017), distin¢do de tipos de dleos vegetais
(POPESCU et al., 2015), sementes de cacau (MARSEGLIA et al., 2016), controle de queijos
(CONSONNI; CAGLIANI, 2008), entendimento do comportamento da fermentacdo de
diferentes tipos de leveduras na producéo de vinhos (SON et al., 2009), entre outros estudos.

O campo de aplicacdo € extenso, contribuindo para o desenvolvimento de estudos de
caracterizacdo e elucidacdo quimica. As informacdes dos figerprints dos espectros de
hidrogénios (*H) e carbono  (**C) também podem ser explorados por ferramentas
guimiométricas (PCA e HCA) (CONSONNI; CAGLIANI, 2010; GAD et al., 2012;
KOSMIDES et al., 2013; MARASCHIN et al., 2016).

A ferramenta tem como proposta principal revelar a composi¢cdo metabolémica
(estrutural) das substancias quimicas presentes no material. Analise estabelecida por meio dos

momentos angulares e magnéticos de seus atomos como *3C e 'H, sendo o Gltimo o mais
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empregado por possuir a vantagem da alta sensibilidade, resposta e menos tempo de analise
(KRISHNAN; KRUGER; RATCLIFFE, 2005; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).
A medida é proveniente do momento de p6s excitacdo dos ndcleos que ao retornar ao estado de
origem emite uma energia em relacdo a um tempo, podendo ser convertida em um sinal pela
FT (Transformada de Fourier), o que gera os espectros referentes as amostras de RMN
(CONSTATINO; DA SILVA, 2000; FERREIRA, 2015; DIEGUEZ et al., 2017;).

A técnica apresenta outras vantagens de procedimento e obtencéo de dados, destacando-
se a visualizacdo da composi¢do quimica de forma abrangente do material detectando sinais de
varias classes metabol6micas de forma simultanea, seja em misturas complexas ou quase pura.
A técnica é de execucdo rapido, ndo causa danos para a amostra e permite ajustes de parametros
internos do equipamento para que seja definida a melhor condicdo de analise, padronizagédo
(WARD; BAKER; BEALE, 2007; SOUSA; MAGALHAES; FERREIRA, 2013;).

De forma mais ampla as duas técnicas RMN e EM permitem a obtencdo de um nimero
expressivo de dados quimicos seja através de sinais espectrais (RMN) ou perfis de
fragmentacdo (EM), além de uma quantidade expressiva de S/R encobertos, o que torna o
processamento individual de uma quantidade significativa de amostras inviavel e desgastante
(FERREIRA, 2015). Contudo, para assessorar o estudo das informagdes quimicas provenientes
das técnicas o processamento destes dados se da através da Quimiometria que segundo a
International Chemometrics Society (ICS), pode ser definida como a ciéncia que transforma
dados quimicos em medidas numéricas para que possam ser processadas de forma mais simples
(GEMPERLINE, 2006; GAD et al., 2012;).

O processamento se da por seus métodos de analise multivariados ndo supervisionados
e supervisionados, permitindo estabelecer um paradmetro de distingdo ou proximidade quimica
entre as amostras de composicao extremamente complexas, atribuindo padrées de organizagéo
estatistica (GEMPERLINE, 2006; CORREIA; FERREIRA, 2007; 2015;).

Os métodos nédo supervisionados sao definidos principalmente por ndo terem dados pré-
estabelecidos que servem como padréo de analise e sequenciamento de estudo. A auséncia dessa
informagdo permite explorar o conjunto de amostras por métodos sem a preocupacao de ter um
conhecimento prévio acerca do material, assim as informacdes sdo alinhadas de forma natural
para descobrir tendéncias de informagdes ndo conhecidas (CORREIA; FERREIRA, 2007;
2015). Assim, sdo utilizadas ferramentas de analise exploratoria de dados PCA e HCA, que séo
muito Uteis por estabelecerem padrdes organizacionais, representados por informacdes gréficas
do conjunto de dados, observando as amostras e as variaveis (CORREIA; FERREIRA, 2007).
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Anélise de Componentes Principais (PCA) permite separar e realizar a avaliagdo das
informagdes mais pertinentes de um conjunto de amostras neste caso, 0 que interfere na
composicdo da matriz como locais de coleta, espécies e assim, verificar o quéo distintas elas
sdo quimicamente (GAD et al., 2012). O método estabelece correlagdes significativas dentre as
muitas varidveis presentes no total de informacdes projetadas, minimizando-as em um conjunto
menor sem que haja prejuizo dos dados originais (FERREIRA, 2015).

A compressao dos elementos de interesse em uma dimensdo menor permite a realizacao
de associacdes (combinacdes lineares) da matriz, tornando viavel a geracdo de PCAs,
estabelecendo relagdes de agrupamento das informagdes mais proximas como “semelhantes” e
realizando a discriminacdo daquelas que estdo distantes do padrdo desejado para a analise,
conhecidas como outliers (CORREIA; FERREIRA, 2007; FERREIRA, 2015).

As componentes principais (PCs) representam o conjunto de dados da matriz de forma
mais sistematica, fornecem informacdes através de graficos de scores (os rétulos, as relacdes
entre as amostras) e de loadings (o peso, contribuicdo de cada variavel no modelo) em eixos
denominados como PC1, PC2 mais representativas e PC3, PC4 para as informacg6es que nédo
foram identificadas nas PCs mais significativas (GEMPERLINE, 2006; BOFFO, 2009;). A
priorizacdo estabelecida se deve por estas componentes ndo se relacionarem entre si, porém,
quando associadas revelam complementariedade nos dados, a primeira procura explicar as
maiores variancias encontradas em relacdo a matriz e a segunda trabalha no eixo ortogonal em
relacdo a PC1, descrevendo os elementos que ndo foram possiveis de identificacdo no primeiro
(WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987; FERREIRA, 2015;).

Para a analise por Agrupamento Hierarquico (HCA), os resultados sdo agrupados
através de um dendograma aglomerativo, que estabelece um nivel hierarquico de similaridades
e/ou diferencas entre 0s grupos, tendo as distancias como parametro para estabelecer uma rede
hierarquica, garantindo resultados mais homogéneos (nos grupos unitarios) e mais heterogéneos
(entre os mesmos) (FERREIRA, 2015).

O parametro da distancia firma as semelhancas ou disparidades das amostras, quanto
menor a separagao entre os grupos, maior a similaridade das informagfes e quanto maior o
distanciamento menor proximidade havera (ALMEIDA et al., 2007; GAD et al., 2012; ).

A associacdo das informacGes obtidas destas técnicas (EM e RMN) junto ao estudo da
quimiometria possibilitou reduzir a complexidade dos dados da matriz quimica geoprépolis e
ajudou na diferenciacdo das informagdes mais pertinentes das amostras de ambas as espéecies

de abelhas sem ferrao.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Coleta das amostras

O material de estudo foi coletado com auxilio da equipe de técnicos do Meliponéario —
(GPA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As amostras de geopropolis
das espécies M. interrupta e M. seminigra foram coletadas de 29 de agosto a 10 de setembro de
2016 durante o término da estacdo mais seca e em cinco diferentes localidades da regido do

Amazonas conforme a figura (3) abaixo:

: ‘lranduba -Aread

Ramal do Brasileirinho - Area 2 g

Figura 3 — Mapa Geral dos cinco pontos de coleta da geoprépolis na regido do Amazonas.
Fonte: Google Earth, 2017.

A obtencdo da geoprépolis ocorreu com a utilizagdo de uma Chave Universal de 9-32
mm ajustavel de Torque, com estocagem do material coletado em sacos plasticos herméticos
(1L) com fecho duplo, devidamente identificados e levados ao Laboratério de Aberturas de
Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ) da Central Analitica da UFAM, onde foram
armazenados em freezer sob temperatura de -18°C, temperatura definida segundo Maraschin et

al., 2017, totalizando 54 amostras coletadas.

A coleta foi realizada durante os dias ensolarados do més de setembro sempre no mesmo
horario, procurando assim ndo afetar bruscamente o clima interno da caixa das abelhas com
uma rispida oscilacdo da temperatura interna, que poderia ocasionar a morte da colmeia. As
regibes foram definidas pelas coordenadas geograficas tabela (6) e as imagens expostas de

forma consecutiva conforme a figura (4) na sequéncia:
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Tabela 6 — Especificagdo das coordenadas geogréaficas de cada regido;

Municipio Area Regido Data Coordenadas C_aixas
O by O8GRI beaxaMi
(3) (Ram;adr:sm Ifedras) Lailvellle 6%)2?)6551(;373% g (c::zli);gz '\I\;II?
) (Ramal Belavise) %10 505315600 3cabashir

3°13°01.22”S 6 caixas M.s.
60°07°42.97°0 6 caixas M.i.

Iranduba  (5) Ramal do Janauari  10/09/16

As coordenadas geograficas foram escolhidas de acordo com o ponto exato de coleta e
todos os pontos foram demarcados com a utilizacdo de GPS. A ordem de coleta do material foi

estabelecida apds o consentimento dos donos dos meliponarios.

Ss8
(B) ¥ 4K b
Yok ¢ i”
o™
Rarhal GO\BlasiGinimo- Area 2 8

»

L
-

{4

‘ - ;Iranduba - Area 4

Figura 4 — Ampliacdo por area: (A) Inpa— GPA,; (B) Brasileirinho; (C) Tarumd; (D) Puraquequara; (E) Iranduba;
Fonte: Google Earth, 2017.
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4.2. Preparo dos extratos metanolicos de geopropolis

A obtengé&o dos extratos foi realizada em dois blocos de 27 amostras, para cada amostra
foram pesados em erlenmayer de 500 mL, 100,0 g de geopropolis previamente pulverizado em
cadinho de porcelana com auxilio de um pistilo e submetido ao contato com 150,0 mL de
metanol P.A. para extracdo. O material foi agitado em banho frio em aparelho ultrassénico por
20 minutos e deixado em repouso, 0 processo de maceracdo durou o periodo de 48 horas.
Decorrido os dois dias, a solucéo extratora foi filtrada com papel de filtro e rotaevaporada a
40°C com rotacdo de 80 rpm removendo o solvente extrator e obtendo o material concentrado.
A extracdo metandlica realizada teve como base metodoldgica as etapas usadas por Cunha et
al., 2009; Da Silva et al., 2013; com adaptacGes.

O processo foi repetido trés vezes de forma sucessiva até a exaustdo de cor do extrato e
o produto final transferido para frascos ambar de massa conhecida e ja previamente rotulados.
Os contetdos foram congelados em freezer a -18°C por 24 horas e secos por 48 horas em
liofilizador ALPHA (1-2 LD/Plus), para retirar a &gua remanescente do extrato e conhecer a
real quantidade de massa seca extraida. As massas finais dos mesmos foram mantidas sob

refrigeracdo em freezer a -18°C para as andlises posteriores (Fluxograma 1).

Geoprapolis pulverizado

Extracdo com MeOH P.A. (3x150 mL);
Banho frio ultrassénico — (20 min); X 3
Maceracdo - (48h);

Filtracdo para frasco ambar;

Extrato Metandlico
Umido

Torta (material
nao extraido)

Extrato concentrado em rotaevaporada;
Refrigeracéo — (- 18°C) — (24h);
Liofilizagao — (48h);

Extrato Metanélico Seco
(112-18’39)

Fluxograma 1 - Preparo dos extratos metanélicos.

50



4.3. Método de Separacéo
4.3.1. Extracdo Liquido-Liquido para EM

A separacdo consistiu na realizacdo de uma particao liquido-liquido utilizando solventes
com caracteristicas distintas de polaridade. O procedimento consistiu na pesagem de 1,0 g de
extrato metandlico (MeOH) seco que foi solubilizado e suspenso com 40 mL de solucdo
hidroalcotlica (MeOH:H20) na proporgdo de 9:1 e submetido a extra¢cdes consecutivas com
hexano trés vezes de 40 mL e na sequéncia com acetato de etila trés vezes de 40 mL, cuja
proporcao hidroalcoolica (MeOH:H-O) foi alterada para (7:3). As respectivas fases adquiridas
foram concentradas em rotaevaporador sob temperatura de 40°C e 80 rpm de rotacdo e secas
em liofilizador ALPHA (1-2 LD/Plus) por 48 horas (Fluxograma 2). A metodologia aplicada
para a particao liquido-liquido teve como base a utilizada por Da Silva, 2012; Dutra et al., 2014

com adaptac6es. Os resultados obtidos foram processados utilizando o software Xcalibur 2.0.7.

Extrato Metandlico
(1,009)

Solubilizacéo do extrato em MeOH:H,O (9:1)

Particdo com Hexano (3x40 mL)

N
Fr. Hexanica Fr. Hidroalcéolica
(35,30 — 695,60 mg)
J

Particdo com Acetato de Etila (3x40 mL)

Fr. Acetato de Etila Fr. Hidroalcéolica
(21,80 — 272,80 mg) (18,30 — 651,50 mg)

Fluxograma 2 - Preparo das parti¢des liquido-liquido dos extratos metandlicos.

4.4. Métodos espectrométricos
4.4.1. Analise por Espectrometria de massas (EM)

As fases das amostras de geopropolis de ambas as espécies foram injetadas diretamente
no espectrometro de massas tipo ion-trap, modelo: LCQ Fleet, marca: Thermo Scientific (figura
3), localizado no laboratério do LEMAH da Central Analitica (UFAM). As analises foram
desenvolvidas no modo negativo com a fonte de ionizacgdo: eletrospray (ESI), sob a faixa

minima de 100 Da e méxima de 1000 Da de deteccao.
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O desenvolvimento das anlises consistiu na unido das respectivas fases polares (AcOEt
e MeOH/H20) e na pesagem de 1 mg em um eppendorf e na diluigdo em 1 mL de metanol grau
HPLC atingindo assim, a concentra¢do de 1 mg/mL. Do total foram retirados 20 pL e diluidos
em 1000 uL de MeOH grau HPLC, injetados sob vazédo de 10 uL/min e volume de 500 uL no
equipamento de forma direta, randomicamente e trés vezes por amostra.

Antes do procedimento, foram escolhidas cinco amostras dentre as 54 de forma aleatdria
e assim realizado o ajuste dos parametros especificos de analise e definidos os seguintes valores:
Fluxo de Gas do revestimento (arb.): 9,98; Fluxo de Gas auxiliar (arb.): 5,0; Taxa de fluxo do
gas (arb.): -0,17; Tensdo de pulverizacdo (Kv): 4,96; Temperatura do Capilar (°C): 249,93;
Voltagem do Capilar (V): -21,00; Lente do Tubo (V): -80,03 e Corrente de pulverizagdo (uA):
8,84. O ajuste de tune teve por finalidade obter valores mais homogéneos dos TICS gerados

nos espectros e os resultados obtidos foram processados utilizando o software Xcalibur 2.0.7.

Figura 3 - Espectrdbmetro de massas tipo ion-trap, modelo LCQ Fleet, marca: Thermo Scientific.
Fonte: Rebello, L.S.S., 2017.

4.4.2. Analise por Espectroscopia de Ressonancia Magnética (RMN)

Os dados dos espectros de RMN foram obtidos no laboratério de Ressonanica
Magnética Nuclear (NMRLab) da Central Analitica (UFAM), empregando a técnica de
espectroscopia de RMN. As obtencdo dos fingerprints dos 54 extratos metanolicos, foi realizada
a medida unidimensional em relagdo ao nicleo do atomo de hidrogénio (*H) e para auxiliar a
caracterizagdo das substancias, foram executados 0s experimentos bidimensionais de
correlacdo de nucleos de hidrogénios Ju-1 (COSY- Homonuclear Correlation Spectroscopy) e
de correlagéo entre nticleos atdmicos distintos **C-tH por uma ligagdo (HSQC - Heteronuclear
Single Quantum Coherencel) ou mais de uma para o (HMBC - Heteronuclear MultipleBond

Coherence).
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Os experimentos foram processados no aparelho espectrométrico de Ressonancia
Magnética Nuclear da marca BRUKER, modelo: AVANCE Il HD (figura 4), equipado com a
sonda de 5 mm multinuclear, modelo: BBFO Plus SmartProbe ™ com gradiente de campo na
direcdo Z e cujo o sistema opera com frequéncia de 500, 13 MHz.

Os parametros especificos de anélise e aquisicdo dos espectros foram definidos para os
valores: Pulso de excitacdo: 90°; Ganho do receptor (RG): 32; Numero de scans (NS): 32,
Tempo de aquisicdo (AQ): 2 min e 4 s, Tempo de reciclo (D1): 2,0s, Janela Espectral (SW):
20,00 ppm, Numero de Pontos (TD): 32768, Peakw: 0,7-0,8; Transformacdo de Lorentz (Ib):
0,0 Hz, Resolucédo do FID: 0,61 Hz, sequéncia de pulso zg, paradas, e em triplicata obtendo os
espectros para a aplicacdo do estudo quimiométrico. As condi¢des foram mantidas para todas
as amostras e o padrdo (TMSP-ds) foi utilizado para calibrar em 0,00 ppm os espectros, além
de ajustes de linha de base automaticas e as corre¢des da fase manual dos espectros, o software
TopSpin 3.5pl 7 (Bruker) foi utilizado.

Para as andlises, foram pesados em frascos de vidro de 15,0 mL e em triplicata 15,0 mg
de cada um dos 54 extratos metanolicos, totalizando 162 amostras, que foram solubilizadas em
600 pL de Metanol deuterado (MeOD) e tendo como padrdo o (TMSP-ds), a adigéo foi realizada
utilizando pipeta semiautomatica de 1000 pL (calibrada). Todas as amostras foram submetidas
ao ultrassom por cinco minutos, em seguida, filtradas com auxilio de um algodéo (esterilizado)
e 0 conteudo transferido para tubos de vidro de 5 mm.

As amostras definidas pelo estudo quimiométrico PCA foram analisadas por RMN
utilizando a sequéncia de pulso zgpr para obtencdo dos experimentos unidimensionais de
hidrogénio *H, C*3, Dept135 e bidimensionais COSY, HSQC e HMBC.

Figura 4 — Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear marca: BRUKER, modelo AVANCE 11l HD.
Fonte Rebello, L.S.S., 2017.
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4.5. Métodos cromatogréaficos
4.5.1. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (LC-EM)

As amostras foram analisadas na Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica
de Produtos Naturais (CA-LTQPN) localizado no Instituto Nacional de Pesquisas do Amazonas
(INPA), utilizando como equipamento de leitura, um cromatédgrafo liquido modelo Prominence
UFLC, da marca Shimadzu, munido de umabomba LC-20AT (binéria), acoplado a um detector
de arranjo de diodo (DAD) modelo: SPDM-20A com equipamento de injecdo automatica da
série SIL-20A que se encontra conectado a um equipamento de espectrometria de massas da
marca: Brucker Daltonics e de modelo: Micro TOF-QII.

As analises foram desenvolvidas no modo (negativo) e a fonte de ionizacao escolhida
foi eletrospray (ESI) e a faixa de operacdo definida em: 100-1000 m/z. A coluna cromatografica
utilizada foi um LiChrospher 100 RP-18 “endcapped” com tamanho de particula com dimensao
de 2,6 um, 100 mm de comprimento e 2,1 mm de diametro interno. O estudo quimiométrico
néo supervisionado (PCA) realizado por EM e RMN forneceu a defini¢do de quais grupos de
amostras dentre as 54 viriam a serem exploradas via técnica de LC-EM.

A concentracdo utilizada das amostras foi de 1 mg/mL de metanol (MeOH), o volume
de injecéo definido em 5 uL, split de 0,045 mL, descarte de 0,255 mL, fluxo de 0,3 mL/min e
com injecdo de calibrante interno de formiato de sédio (HCOONa) a 10 mM no final da corrida
cromatografica e a detec¢do no arranjo de diodos cobriu a faixa de 190 a 400 nm. Fase movel
A: solucdo aquosa de agua e acido férmico 0,1% (H.O +0,1%HCOOH) e a fase mdvel B:
mistura de acetonitrila e acido férmico 0,1% (ACN+0,1%HCOOH). Porém, as condicfes de
analises foram diferentes dentre os grupos elencados, definidos em: grupo (1) e grupo (I1).

Condigbes do Grupo I: Analise em modo gradiente alternativo com a condicdo de
solventes: 0-15 min (5-42% de B), 15-16 min (42% de B), 16-18 min (42-100% de B), 20-22
min (100-5% de B), 22-25 min (5%).

Condicgbes do Grupo IlI: Analise em modo gradiente alternativo com a condicéo de
solventes: 0-15 min (50-100% de B), 15-20 min (100% de B), 20-23 min (100-50% de B), 23-
25 min (50% de B).

Os resultados obtidos através de cromatogramas foram processados utilizando o

software Data Analysis da marca: Brucker.
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4.5.2. Analise por Cromatografia Gasosa (CG-EM)

As analises cromatogréaficas das 54 fases hexanicas foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia Gasosa (LABCG) da Central Analitica (UFAM) utilizando o equipamento de
cromatografia gasosa da marca: Thermo Scientific, modelo: Trace CG Ultra, associado a um
espectrdbmetro de massas também da Thermo Scientific, modelo: DSQIII e que possui um
analisador quadruplo simples equipado com aparelhamento de autoinjecdo modelo Al 3000 da
Thermo Scientific (figura 5).

As analises foram processadas no equipamento que possuia uma coluna capilar trace
TR-5 com 30 m de comprimento, cujo o didmetro interno era equivalente a 0.25mm e com
espessura de 0.25 um referente ao filme. O arraste das amostras foi efetivado pelo gas Hélio
trabalhando com taxa de fluxo de 1.0 mL.min™%, o valor de tensdo de 70 eV definido para a
ionizacdo das mesmas através do impacto de elétrons e a varredura com definicdo m/z de 40-
600. A temperatura referente a interface do equipamento (CG-EM) e a fonte de ions se
encontravam com 250°C. O injetor trabalhou no modo Split na razdo (1:20) e com temperatura
de injecdo sendo de 250°C. A temperatura de programacdo do forno foi inicialmente de 60 a
300°C, taxa de acréscimo de 10°C/min e depois mantida a 300°C por 15 min. A metodologia
escolhida teve como base procedimentos realizados por Da Silva, 2012, Araujo et al., 2015;

com adaptacoes.

Figura 5 - Equipamento de cromatografia gasosa (Thermo Scientific), modelo: Trace CG Ultra associado ao
espectrOmetro de massas (Thermo Scientific), modelo: DSQIII.
Fonte Rebello, L.S.S., 2017.

As amostras foram preparadas pesando 1,0 mg de cada uma das 54 fases hexanicas e
dissolvendo-as em 10 ml de uma solugéo cuja proporcédo era de 90% de hexano para 10% de
acetato de etila 9:1 (v/v). Apds a dissolucdo, cada amostra foi passada em uma micro coluna
preparada em uma pipeta Pasteur de 25 cm, com adicdo de 10 cm de silica do tipo Csg,
procedimento realizado para limpar os resquicios de impurezas. Apos a filtracdo, foi coletada
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0s primeiros 1,5 mL de cada uma das amostras, estando apenas as substancias para serem
caracterizadas pela técnica de CG-EM.

Os resultados obtidos foram processados utilizando o software Xcalibur 2.0.7 e os
espectros obtidos comparados com os dados contidos nas bibliotecas NIST, MAINLIB, WILEY
e ADAMS, utilizando os indices de retencdo (RT) e quando ndo possivel a identificacdo dos
compostos por meio destes, foi utilizado as fragmentac6es (ions) como base para a comparagao
junto a dados presentes na literatura e em plataformas HMBD, ChemSpider, Pubchem, ChEBI
e ChEMBL.

4.6. Andlises Estatisticas e Quimiométricas

Os resultados gerados a partir das injecdes em EM foram tratados utilizando o software
Xcalibur 2.0.7, ajustados para obtencdo de uma matriz quadrada através do software Microsoft
Excel® e transpostos para o software Chemoface® onde foram submetidos ao pré-
processamento SNV e analisados pelos métodos ndo supervisionados de (PCA e HCA).

Os resultados de RMN foram tratados utilizando o software, Top Spin® (verséo 3.5pl 7,
Bruker), os espectros foram processados com ajustes de corre¢do automatica de linha de base,
ajuste de fase e os espectros foram comparados para a verificagdo dos possiveis
d (deslocamentos quimicos) de interesse e anotados os valores de referéncia para faixa de
trabalho. Em seguida, do total de 162 amostras foi realizada a média espectral no software
Unscrambler®versdo 10.3 resultando em apenas 54 individuos. Os dados foram exportados para
o0 software RStudio 1.0.44., processados excluindo duas regides (0,30-5,30 ppm e 11,01-13,0
ppm) referentes aos sinais do MeOD, H>0, partes do espectro com auséncia de sinais e deixando
apenas o intervalo com sinais de substancias com caracteristicas de sinais aromaticos, o
algoritimo OBA (optimized bucketing algorithm) foi utilizado e definidos ajustes das divisdes
dos intervalos (buckets) das janelas espectrais para 0,05 ppm e slackness de 40%.

Os dados foram salvos na forma de matriz bruta (MNN), pré-processados por
centralizacdo na média, normalizados por range (amplitude) e aplicado o SNV novamente
revelando melhores resultados de variancia explicada em relacdo ao PCA e evidenciando um
melhor agrupamento dos HCA.

As informacdes foram transferidas para o software Unscrambler® versdo 10.3, os quais
se encontravam organizados em uma sO planilha de dados (matriz) tendo a sua divisdo em
amostras representadas pelo “n” e as varidveis representadas por “m”. A partir dessa nova

disposicao, a matriz passou pela etapa de normalizacao por escalonamento range (Amplitude)
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método este, mais sensivel, pois leva a amostra de comportamento diferenciado a se dispersar
das outras, dando mais evidencia e significado ao conjunto de dados diferenciados
(FERREIRA, 2015b). Em seguida, a nova matriz foi submetida aos métodos exploratérios nao
supervisionados de reconhecimento de analise padrdo HCA (Anélise de Agrupamentos
Hierarquicos) e PCA (Andlise de Componentes Principais (CORREIA; FERREIRA, 2007;
FERREIRA, 2015b).

Os dados dos rendimentos e dos ensaios quimicos foram avaliados no software
MINITAB®, utilizando o teste Kruskal-Willis para distribuicio ndo normal e para a distribuicio
normal a anélise de variancia ANOVA e Teste t comparados através do método Turkey para o
intervalo de 95% de confianga, como o valor de referéncia significativa para englobar o

conjunto de dados das 54 amostras de extrato metanolico referente as duas espécies.

4.7. Ensaios Quimicos e Biologicos
4.7.1. Atividade antioxidante capacidade de sequestro do radical livre DPPH

O teste se baseia na aceitacdo de um elétron (hidrogénio) por parte do radical DPPH,
para que este se torne uma molécula diamagneticamente estavel, reduzindo-se na presenca de
um agente antioxidante através da perda da coloracéo caracteristica, purpurina (MOLYNEUX,
2004; OLIVEIRA, 2015). O resultado foi expresso através da concentracdo em (ug/mL) de
substrato (%CSso), 0 qual causa 50% de perda da atividade do radical DPPH.

Os ensaios para a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos metandlicos,
foram realizados no Laboratdrio de Aberturas de Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ) da
Central Analitica, utilizou-se o método de capacidade de sequestro de radicais livres, DPPH. A
substancia padréo utilizada foi o 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH) (MOLYNEUX, 2004;
OLIVEIRA, 2015), representando o radical livre incorporado.

O teste consistiu de um ensaio preliminar, para obter uma faixa de concentracdo que
represente o valor fidedigno de %CSso. Os valores da absorbancia estimaram a faixa de trabalho
para realizacdo de cinco diluigfes sucessivas para 0s extratos e para o padrdo. O procedimento
foi desenvolvido em placas do tipo Elisa com 96 pogos, com adi¢do de uma aliquota da solucéo
metanolica de DPPH para as diferentes concentracdes das amostras, € na sequéncia, foram
deixadas reagindo com o radical DPPH, durante 30 minutos em ambiente escuro. Para o
controle padrdo positivo a quecertina foi utilizada (CHOI et al., 2002;; MUNIZ et al., 2009;
DA SILVA etal., 2013). A absorbancia medida em um leitor de multiplaca da BioTek, modelo
EIx800 no comprimento de onda de 515 nm (MOLYNEUX, 2004; CHOI et al., 2006;).
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O célculo para obtencdo do %ClI realizado para identificar a atividade antioxidante,
converteu os valores de absorbancia obtidos, em porcentagem, avaliando assim, a capacidade
de sequestro do radical livre DPPH (%Clso) pela formula (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995; MOLYNEUX, 2004):

%CI = 100 — (Absorbancia da amostra — Absorbancia do branco) x 100
Absorbancia do controle

4.7.2. Determinacdo de Fendlicos Totais

Os ensaios utilizando os extratos metandlicos de geoprépolis das espécies de M.
interrupta e M. seminigra, foram realizados no Laborat6rio de Aberturas de Amostras e Ensaios
Quimicos (LAEQ) da Central Analitica, através do método espectrofotométrico Follin-
Ciocalteau (DA SILVA et al., 2013; SOUSA et al., 2007). As soluces utilizadas foram a de
Follin-Ciocalteau 10 %, bicarbonato de sédio 6% (NaHCO3) ambas preparadas com agua Mili-
Q e o0 padréo &cido gélico. A obtencdo da curva de calibragdo resultou no preparo da solugéo
padrdo de acido galico de 1 mg/mL e esta foi diluida nas sucessivas concentracdes de 1000;
500; 250; 125; 62,5; 31,25, 15,62 e 7,81 ug/mL (DA SILVA et al., 2013; VELIOGLU et al.,
1998).

O preparo das amostras de extrato metandlico com a concentracdo de 1mg/mL. Desta
solucéo foram retirados 200 uL e acrescidos 1,5 mL do reagente de Follin-Ciocalteau 10%,
passados cinco minutos foram acrescidos mais 1,5 mL da solugdo de bicarbonato de sédio a
6%. As amostras foram deixadas reagindo em ambiente escuro durante 90 minutos e decorrido
0 tempo de incubacdo foi realizada a medida das absorbancias no equipamento UV/Visivel
Femto 800X sob o comprimento de onda de 725 nm e como o branco a solucdo de agua Mili-
Q/Metanol.

4.8.1. Ensaio de atividade antimicrobiana

Os ensaios referentes aos extratos metandlicos de geoprépolis de M. interrupta e M.
seminigra, foram realizadas no Laboratorio de Bioensaios e Microorganismos da Amazoénia
(LAB-MICRA) da Central Analitica (UFAM). O teste consistiu em detectar atividade
antibacteriana e antifungica presente ou ndo nos extratos das duas espécies.

Estes foram submetidos aos testes com seis tipos de cepas da cole¢do Cefar Diagnostica
(CCCD): sendo duas bacterias gram-positivas (coloracdo roxa) Staphylococcus aureus (S 007),
Enterococcu faecalis (E 002), duas gram-negativas (coloracdo vermelha) Escherichia coli (E
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004), Pseudomonas aeruginosa (P 004) e dois fungos: Candida albicans (CC001), C. tropicalis
(CC 002).

As concentracdes utilizadas nos testes em relacdo as colonias foram definidas com
valores para unidades formadoras (UFC.mL™). As leveduras possuindo o valor determinado de
2,0 x 10° UFC.mL? e 1,5 x 108 UFC.mL™ para a concentragdo de bactérias, tendo o valor de
0,5 de definicdo, o qual estd baseado na escala de turbidez de Mc Farland (CLSI, 2002; CLSI,
2003).

Os controles positivos e negativos foram diferentes para cada teste. O controle positivo
foi utilizado de acordo com a especificidade de cada patdégeno, sendo também administrado um
antibidtico de concentracdo definida (2mg/mL) em cada ensaio. As bactérias: Staphylococcus
aureus e Enterococcu faecalis o antibiotico foi a Ampicilina (2mg/mL). Ja para as: Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, foi a Tetraciclina (2mg/mL) e para os fungos: Candida
albicans (CCO001), C. tropicalis (CC 002) o Fluconalzol (2mg/mL). O Controle negativo foi a
utilizacdo da prépria solucdo de solubilizagdo das amostras, Dimetilsuféxido (DMSO) e H.0
destilada autoclavada na proporc¢éo de (1:9) respectivamente.

As amostras utilizadas no ensaio foram provenientes da extracdo metandlica de
geopropolis das espécies de M. interrupta e M. seminigra. Estas foram preparadas apos a
pesagem de 2 mg do extrato seco e solubilizadas em 1 mL da solucéo de 10% de (DMSO) e
90% de H20 destilada autoclavada, atingindo a concentragdo de 2 mg/mL de solugéo.

4.8.2. Teste de determinacao da efetividade das amostras frente aos patdgenos

A verificacdo da atividade antimicrobiana frente aos patdgenos foi inicialmente testada
por meio de uma triagem (screening). O procedimento foi realizado em placas do tipo Elisa de
96 pogos, em triplicata com adicdo de 100 uL referentes ao meio de cultura (concentracéo
dobrada). Em seguida, foram acrescentados mais 100 pL da solugdo mée (2 mg/mL) e 10 uL
das células dos patogenos cuja a concentragdo para as bactérias era de 1,5 x 108 UFC.mL! e
para os fungos 2,0 x 108 UFC.mL™. Os testes foram preparados e deixados para incubagio
durante 24 horas e temperatura de 36 + 1 °C em estufa.

As microplacas ap0s o periodo de incubagdo de 24 horas, foram submetidas ao
acréscimo de diferentes tipos de revelador um para cada patégeno. Nos pocos que continham o
indculo leveduriforme, foram adicionados 10 uL o NBT (nitroazul de tetrazélio) a 1%, utilizado
para avaliar a oxidacdo no metabolismo dos neutréfilos (células de defesa), feita atraves da
reducdo dos sais de NTB formando depdsitos de cor roxo ou violeta (CASIDA, 1977;

FONTEQUE et al., 2015;).
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Ja para os po¢os com inoculo bacteriano foram adicionados 10 uL de TTC (2,3,5-cloreto
de 2,3,4-trifeniltetrazdlio), que age como um aceitador de prétons (oxidante) dentro do sistema
redox, assumindo a coloragdo (vermelha ou rosa) quando reduzida na presenca de bactérias com
metabolismo ativo (CASIDA, 1977; OLGA et al., 2008). Apos a inoculacdo e adicdo de
revelador, foi realizado a contraprova do teste que consistiu em adicionar 10 uL das amostras

em meio solido para constatar ou nao de atividade microbiana.

4.8.3. Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) em placa de Elisa

A etapa inicial do teste consistiu na realizagdo do screening para conhecer quais
amostras dentro do conjunto de 54 apresentaram atividade antimicrobiana. Constatado a
primeira etapa, a segunda foi a realizacdo do teste de diluicdes sucessivas com o intuito de
determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) frente aos patdgenos.

Realizado em triplicata, consistiu na adi¢do de 100 uL do meio de cultura (concentragdo
dobrada) mais 100 uL da amostra em cada um dos pocos inicias da placa do tipo Elisa. Todos
0S pocos iniciais tiveram seu conteddo homogeneizado com o auxilio da pipeta semi-automatica
apos cada adigdo. Em seguida, foram retirados 100 uL do primeiro pogo (linha A), adicionados
no subsequente (linha B), procedimento repetido até o oitavo po¢o (linha H) (Quadro 4).
Adicionou-se a cada poco 10 uL dos patdgenos, sendo repetido os controles (+ e -) e deixado

incubado por 24 horas a 36 + 1 °C.

Quadro 2 — Esquema das concentracBes com as diluigdes sucessivas da placa tipo Elisa 96 pocos.

PGS Concentracao
(mg/mL) (uL/mL)

A ooo 1 1000
B cco 0,5 500
C ooo 0,25 250
D ooo 0,125 125
E ooo 0,0625 62,5
F coo 0,03125 31,25
G ooo 0,015625 15,62
H ooo 0,0078125 7,81

Fonte — Rebello, L.S.S., 2017.

A contraprova do teste, consistiu em adicionar 10 pL do procedimento em meio solido
para comprovar se a atividade das amostras foi sO bacteriostatica/fungistatica ou

bactericida/fungicida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do material geoprdpolis extraido para as analises posteriores

O geopropolis coletado foi submetido aos processos de pulverizacdo, pesagem e de
extracdo com metanol (MeOH) no Laboratério de Aberturas de amostras e Ensaios Quimicos
(LAEQ) — Central analitica (CAM/UFAM). As etapas geraram valores de massa final e
rendimento para cada uma das 54 amostras de ambas as espécies de abelhas sem ferrao.

Tabela 7 — Massas finais (g) e rendimentos (%) individuais das amostras de geoprépolis da espécie M. seminigra.

Massai Massa Final

Espécie Regido N° Caixa (@) @) % Mediana
1 170 94,21 5,23 5,5
2 211 100,00 4,96 5,0
INPA 3 175 100,04 3,16 3,2 515
(IN) 4 214 100,06 1,57 1,6 ’
5 212 95,04 1,72 1,8
6 209 100,06 4,16 4,2
7 1 100,02 5,39 54
8 2 100,03 7,38 7,4
BRASILEIRINHO 9 3 100,07 2,78 2,8 3.70
(BR) 10 4 100,01 4,94 4,9 ’
11 5 100,00 5,62 5,6
12 6 100,05 3,39 3,4
13 34 100,02 10,68 10,7
14 32 100,05 18,32 18,3
M. TARUMA 15 31 80,94 10,12 125, &
seminigra (TA) 16 30 91,25 8,85 9,7 ’
17 29 100,04 4,65 4,6
18 27 100,00 573 57
19 1 100,09 1,76 1,8
20 2 100,06 2,67 2,7
IRANDUBA 21 3 100,02 2,54 2,5 170
(IR) 22 4 100,06 1,54 1,5 ’
23 5 100,05 1,95 1,9
24 6 100,07 2,24 2,2
25 108 100,02 1,71 1,7
26 91 100,06 2,74 2,7
PURAQUEQUARA 27 63 100,05 1,71 1,7 10.20
(PU) 28 0 99,39 2,50 2,5 '
29 1 100,06 1,40 1,4
30 95 100,03 1,50 1,5

* Mediana obtida pelo teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis).
* Valor obtido no Teste Kruskal-Wallis de Poptido (0,001) < Preferancia (0,05).
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Tabela 8 - Massas finais (g) e rendimentos (%) individuais das amostras de geoprdpolis da espécie M. interrupta.

Caix Massai Rendimento

Especies Regido N a @ @ %  Mediana
31 85 10001 3,89 3.9
32 55 1003 6,23 6,2
INPA 33 4 100,04 457 46 |
(IN) 34 500 100,03 6,08 6,1 !
35 43 100,00 6,31 6,3
36 77 10007 10,02 100
37 10 100,07 1.23 12
38 A-01 100,09 2.05 2.0
BRASILEIRINHO 39 H-16 100,07 2,08 21 .
(BR) 40 B-05 100,04 1,29 13 :
41 F-08 100,01 1.42 14
M. 42 X-05 9887 3,26 33
interrupta ~ 43 17 90,92 3,82 4,2
TA(F;X')V'A 44 33 9581 2,69 28 130
45 33-A 10030 2,51 25
6 1 888l 1,22 13
'RA'(\I'IE{))UBA 47 2 100,06 151 15 260
48 3 100,06 123 12
19 2 7014 1.76 25
50 11 92,04 3,60 40
PURAQUEQUARA 51 13 36,51 2.22 61 g
(PU) 52 15 6958 138 2.0 !
53 8 99,99 165 17
54 9  57.26 154 2.7

* Mediana obtida pelo teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis).
* Valor obtido no Teste Kruskal-Wallis de Poptido (0,003) < P referéncia (0,05).

Os valores de massas obtidos para as espécies foram variados e quando comparados a
estudos com geopropolis utilizando o método de maceracéao, pode-se notar que mesmo seguindo
etapas sequéncias e controladas esta variacdo pode ocorrer. Em estudo realizado com extrato
etanolico (70%) obtido da maceracdo de geopropolis de M. fasciculata Smith do estado do
Maranh&o apresentou valores de massa final entre 1,97 — 20,10 g (DUTRA et al., 2008).

Testes de padronizagéo de extracdo com geopropolis de M. fasciculata por maceracéo a
frio revelaram que a metodologia empregada e que sistemas com liquidos extratores mais
polares apresentam maiores rendimentos variando entre 1,82 a 5,34 g (CUNHA et al., 2009).

Quando comparadas as medianas dos rendimentos obtidos dos extratos metandlicos de
ambas as espécies M seminigra e M. interrupta foi possivel verificar que estatisticamente pelo
método ndo paramétrico de Kruskal Wallis que ndo houve diferenca significativa entre 0s

valores de massa das espécies como evidenciado no grafico 1 na sequéncia:
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Gréfico 1 — Comparativo entre as medianas dos extratos metandélicos das espécies M. seminigra e M. interrupta.
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* Espécies de Melipona: (1) M. seminigra; (2) M. interrupta.

Os valores do parametro Pobtidos para as medianas das espécies de abelhas foi de 0,001
para a M. seminigra e de 0,003 para espécie M. interrupta ficando assim abaixo do valor de
Preferancia (0,05), mostrando que estatisticamente as informagdes do grafico ndo apresentaram
diferenca estatistica acentuada.

As informagdes forneceram condicdes para a escolha do solvente extrator metanol
100% junto a metodologia de maceragédo (48h) combinada ao ultrassom fosse definida, visto
gue a agitacdo mecanica das particulas favorece a maior infiltracdo do metanol na geoprépolis
submetido ao banho ultrassénico, o que auxiliou também na extracdo dos compostos fenolicos
(MUNIZ et al., 2009; DA SILVA et al., 2013; VIERA; PIOVESAN; STIEBE, 2016).
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5.2. Rendimento da particdo liquido-liquido do extrato metanolico

Nesta etapa, os valores de massa final obtidos s&o oriundos do procedimento de parti¢do

liquido-liquido de 1,0 g de extrato metandlico (seco) de cada uma das 54 amostras, afim de

obter uma separacdo dos constituintes mais polares para as analises posteriores em EM e dos

apolares para a analise em CG-EM, gerando as tabelas (9) e (10) de rendimentos abaixo:

Tabela 9 — Massa final (mg) das fases obtidas por particao liquido-liquido dos extratos da M. seminigra.

Rendimento (g)

Espécies Regido N° Fase elE Fase e Fase SR
Hexanica DP ACOET DP MeOH:H20 DP

1 0403 0.077 0,089

2 0107 0,089 0273
INPA 30213 20 o071 0087 Tg090 — 02%0
(IN) 4 0078 . 2. 0160 .: 0,652 *
5 0300 O poaz 09 —gpp— 0214

6 0342 0,086 0,264

7 0589 0273 0,135

8 0503 0,243 0,072
BRASILEIRINHO 9 0,500 0% o254 9201 o140 — 0156
(BR) 10 069 .-_ 0064 .= 0,135 *
11 0383 M8 gy 0076 —gizy— 0083

12 0669 0,179 0,318

13 0335 0,135 0,102

14 0,200 0,183 0,131
M. TARUMA 15 0631 4% o160 017 To1g 0140
seminigra (TA) 16 0,576 y 0,181 "y 0,131 .
170340 0107 —gigg 0020 5 — 0071

18 0519 0,187 0.147

19 0,400 0,022 0,032

20 0,383 0,196 0,043
IRANDUBA 21 0591 0409 Tg5p7 0184 T 050 — 0099
(IR) 22 0211 .t o1z % 0,150 *
23 0423 1% o156 0?27 —gos2 %071

24 0449 0,301 0212

25 0.300 0,154 0,107

26 0278 0,134 0,106
PURAQUEQUARA 27 0269 2% 0254 0176 ~gpo34 — 0073
(PU) 28 0195 .Y 0052 % 0,033 *
20 0107 293 Tgoee 01 Tz 00

30 0184 0,395 0,128

*Valores de rendimento alto destacados na cor azul e baixo na cor vermelha.
“Teste ANOVA com 95%, valor de Postigo (0,0005) < Preferencia (0,05); Teste t: Fearcilado (14,02) > Feritico (4,02).

A espécie M. seminigra revelou diferenca entre os dados obtidos de massa da fase

hexanica entre os pontos de coleta. A regido do Brasileirinho apresentou maior média de
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extracdo com 0,556 g entre todas as regifes e a regido do Puraquequara apresentou a menor
quantidade 0,222 ¢g. J& as médias dos rendimentos das fases mais polares (AcOET e
MeOH:H.0) somadas revelaram que a localidade do Brasileirinho novamente obteve o maior
quantitativo 0,357 g em detrimento a regido do Puraquequara que apresentou 0,249 g.

A espécie M. interrupta apresentou valores de massa para a fase hexanica distintos entre
0s pontos de coleta. A regido do Iranduba proporcionou 0,239 g em detrimento da regido do
Brasileirinho que rendeu 0,171 g. Em relacdo as fases mais susceptiveis a ter constituintes
polares somadas (AcCOET e MeOH:H.O) apresentaram para a regido do Puraquequara 0,470 g

e a aregido do Taruma apresentou menor quantidade 0,320 g, conforme tabela (12) abaixo:

Tabela 10 - Rendimento (mg) das fases obtidas por parti¢ao liquido-liquido dos extratos da M. interrupta.
Rendimento (g)

Espécies Regido N°  Fase Mefha Fase Mid'a Fase Mid'a
Hexanica DP AcCOET DP MeOH:H20 DP
31 0300 0.108 0.255
32 0,154 0.152 0,200
INPA 33 0142 018 Toger 0104 T30 018
(IN) 34 0141 . 0200 .3 0,400 =
35 0147 000 gy 0056 —ggg— 0,065
36 0225 0111 0.144
37 0,132 0,231 0.120
38 0,095 0.284 0,290
BRASILEIRINHO 39 0,462 -/t o335 029 —g1;p 0471
(BR) 40 0110 .t "o0248 . ° 0.103 x
41 0139 109 Tgoez 0076 —(ig 0109
M. 42 0,389 0.108 0.157
interrupta ~ 43 0,340 0,200 0,120 0,120 0,229 0,200
TA(F;‘/i';”A 44 0122  + 0119 + 0.146 +
45 0138 0,121 0065 0011 0115 0,121
46 0,281 0293 0,140 0120 0,108 0293
'RA'(\I'%JBA 47 0258 + 0114 0.223 +
48 0340 0042 0107 0116 0117 0,042
49 0,370 0,180 0.203
50 0,283 0.200 0,190
PURAQUEQUARA 51 0,391 284 Tg149 0186 77g 25, — 0.284
(PU) 52 0149 . * 0227 % 0.138 x
53 o114 1% gigg 0101 —p— 01
54 0,397 0.170 0,055

"Valores de rendimento alto destacados na cor azul e baixo na cor vermelha.

A andlise dos resultados das fases hexanicas presente nas tabelas (9) e (10) ainda

mostrou por ANOVA houve diferenga entre a quantidade de cera presente na geopropolis da
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espécie M. seminigra em relagdo a da espécie M. interrupta conforme demonstrado no grafico
2 abaixo:

Gréfico 2 - Comparativo entre as médias das fases hexanicas das espécies M. seminigra e M. interrupta.

/ Valores de Médias das fases hexénicas \
0.6 U550
0.5
0,433 0,408
w 0.4
=
% 0.3 0,293 0,284
0,200 0,222
G “_i ﬂ"l ardl | | | _—
0.1 | |
. (2) @ @ ol @
\ INPA BRASILEIRINHO TARUMA IRANDUBA PURAQUEQUARA/

* Espécies de Melipona: (1) M. seminigra; (2) M. interrupta.

O grafico 2 acima mostra que as colunas de cores mais escuras com valor numérico de
referéncia (1) para M. seminigra apresentam maior rendimento frente as da M. interrupta. O
teste ANOVA com 95% de confianca foi aplicado e o paramentro estatistico avaliado para
comprovar a diferenca entre os dados obtidos de rendimento hexanico das espécies foi o valor
de P, sendo 0 Poptido (0,0005) muito menor que o de Prefersncia (0,05). A diferenca existente pdde
ser confirmada utilizando o Teste t que forneceu para o valor do parametro F, 0 Fcaicutado (14,02)
muito maior que o de referéncia Feritico (4,02) evidenciando que houve diferenca estatistica
quanto a presenca de cera nas amostras de M. seminigra (maior quantidade) em relacdo as de
M. interrupta (menor quantidade).
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5.3. Anélise Quimiométrica dos dados de Ressonancia Magnética Nuclear

A média espectral das 162 amostras resultou em apenas 54 individuos favorecescendo
a intensidade dos sinais mais interessantes e uma melhor dispersdo dos dados facilitando a
inspecdo visual dos graficos quimiomeétricos. O juste dos paramentos de analise para obtencéo
dos fingerprints dos extratos metandlicos por RMN geraram graficos de PCA (scores e
loadings) com boas variancias além da, separagdo das amostras da espécie M. seminigra em
grupos definidos de 1 a IV, conforme evidenciado nos gréaficos na sequéncia:

Scores
1 Grupo | - Puraquequiara  ©rupo Il - Iranduba
0.5 -
Iy
0 i T
Eyd
4
& 05 - U
¥
1 Grupo IV - Inpa
1
151 Grupo |1l - Braslleirinha & Taruma
1 ' 0 1 '
PC-1 (34%)
BN o+ BR a TA IR P

Figura 6 - Gréfico de scores (PC1xPC2) dispersdo das amostras da espécie M. seminigra dos cinco pontos de
coleta com somatéria de 56% de variancia explicada. Pré-processamento: SNV e Normalizado por range.

Analisando o gréafico de PCA (scores) e confrontado (PC1 x PC2) foi possivel perceber
a dispersdo das amostras por regides fitogeograficas formando quatro grupos, e com somatéria
de variancia explicando 56% do modelo. A componente principal (PC1) apresentou = de 34%
de variancia explicando a separacdo dos grupos | e IV inseridos em ambientes com zona de
mata ja modificada. J& a componente principal (PC2) explicou 22% de variancia do modelo,
separando as amostras do grupo | (localizado na area urbana) do IV (parcialmente urbanizada)
e o grupo Il (mata primaria) de Il (zona de mata primaria com vegetacao secundaria).

O gréafico de PCA (loadings) revelou que PC1 separou os grupos Il e 11l e ndo os grupos
I e IV. JaaPC2 separou os grupos | de IV e Il de I1l. O PCA ainda mostrou um conjunto dos
principais grupos de varidveis com pesos responsaveis pela dispersdo de cada amostra em

determinado grupo, como observado na figura (7).
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Loadings
0.6 1 Grupo |
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0'5j Iranduba
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Figura 7 - Gréfico de loadings (PC1 x PC2) referente aos bucketings de maior peso nos espectros das amostras da
espécie M. seminigra dos cinco pontos de coleta. Pré-processamento: SNV e Normalizado por range.

O gréfico de loadings apresentou para o grupo | (Puraguequara) as variaveis de maior

peso 58 e 65 referentes aos deslocamentos espectrais mais baixos, 6.68-6.55 ppm e 6.14-6.08

ppm respectivamente. O grupo Il (Iranduba) apresentou o0 50 (7.28-7.19 ppm) e 52 (7.10e 7.01

ppm). Tais sinais apresentados como dubletos e duplos dubletos (Figura 8) foram exclusivos

dessas regides (Figura 9) e os deslocamentos quimicos foram mais determinantes que as

multiplicidades sugerindo a possivel presenca de substancias com caracteristicas aromaticas.
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Figura 8 — Deslocamentos quimicos referentes aos loadings 58 e 65 (Puraquequara) e 50 e 52 (Iranduba).
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Figura 9 — Perfis espectrais das 30 amostras de M. seminigra com a representacéo dos sinais (destaque vermelho)
exclusivos dos loadings das regides: (A) Puraquequara 58 e 65; (B) Iranduba 50 e 52;

Ja o grupo Il (Brasileirinho e Taruma) revelou os valores de peso 54 (6.98-6.87 ppm)
referentes a singletos e 72 (5.50-5.60 ppm) uma area com auséncia de sinal, conforme figura
10 (A) e (B) abaixo:
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Figura 10 - Deslocamentos quimicos referentes aos valores de peso 54 e 72 das areas do Brasileirinho e Taruma.

shz | [ppm]

Os singletos e a area de deslocamento quimico em que se encontram, pode ser indicativo
segundo relato da literatura de anéis aromaticos ou de possiveis hidrogénios ligados a carbonos
vinilicos préximos a um grupo fenil (Ph-CH=CH) (PAVIA et al., 2010). Porém, ndo foi
possivel atribuir uma proposta de substancia para 0s mesmos junto aos resultados dos mapas de
contorno HSQC e HMBC.
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O grupo IV (Inpa) apresentou os valores de bucketings de 51 (7,19-7,10 ppm), 56 (6,84
e 6,70 ppm), 67 (6,00-5,93 ppm) e 68 (5,93-5,79 ppm). Os sinais revelaram multiplicidade
referentes a dubletos, duplos dubletos e singletos cujos deslocamentos quimicos sugeriram a
presenca de substancias aromaticas da classe dos flavonoides, visto que, possuem valores de
deslocamentos quimicos caracteristicos de sistemas dos anéis A e C (SLIMESTAD;
ANDERSEN; FRANCIS, 1994; DE ALMEIDA et al., 2005;).
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Figura 11 - Deslocamentos quimicos dos bucketings 51, 56, 67 e 68 da area do Inpa.

Todos os sinais do grupo IV foram exclusivos da regido do Inpa, ndo se fazendo

presentes nos espectros das outras localidades como mostra a figura (12):
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Figura 12 - Perfis espectrais das 30 amostras de M. seminigra com os sinais dos loadings 51, 56, 67 e 68 exclusivos
da regido do Inpa;
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As 30 amostras de extrato metanolico d a espécie M. seminigra foram distinguiveis entre
si e alocadas em quatro grupos distintos pelos graficos de PCA (scores e loadings),
configurando que as mesmas possuem composicdo quimica diferenciada, provavelmente
afetada pela regido de coleta das resinas para compor a geopropolis.

A somatdria (PC1xPC2) da variancia de 56% foi representativa para explicar o modelo
de PCA (scores) permitindo estabelecer o grau de distin¢do entre os grupos (I, II, lll e IV) e

que corroborou junto a informacé&o obtida por analise de agrupamento do gréafico de HCA:

Ward's method using Squared Euclidean distance
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Figura 13 - Dendograma (HCA) distancia euclidiana das amostras da espécie de M. seminigra com representacéo
dos principais grupos formados.

A representacdo dos grupos no dendograma de HCA mostrou que o grupo IV (Inpa) foi
o de maior indice diferenciacdo quimica com cerca de 10 (linha azul) em relacdo aos outros
grupos. O distanciamento pdde ser explicado por possuir quatro bucketings no PCA (loadings)
(Figura 7) que representam os sinais de deslocamentos quimicos de H* na regido dos aromaticos
51 (7,19-7,10 ppm), 56 (6,84 e 6,70 ppm), 67 (6,00-5,93 ppm) e 68 (5,93-5,79 ppm) (Figura
12). Os individuos do grupo 1V apresentam similaridade quimica em torno de 2,5 (linha verde).

O grupo | (Puraquequara) e grupo Il (Iranduba) apresentaram similaridade quimica em
torno de 7 (linha vermelha). O valor é consequéncia da componente principal PC2 (22%)
(Figura 7) que separa os grupos | e 1l pertencentes a mesma faixa de valores positivos de 0,0-

0,6 ao longo do eixo x dos valores negativos dos grupos Il e V.
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Outro ponto importante que influenciou na disposi¢do dos grupos | e 1l no HCA foi o
gréafico de peso das varidveis (Figura 14). Os bucketings 58 e 65 (grupo 1) e 50 e 52 (grupo II)
foram responsaveis pela separacdo no grafico de PCA (loadings) por possuirem importancia
equivalente para 0s seus espectros, 0 que provavelmente ocasionou a aproximacdo destes no
dendograma de HCA.
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Figura 14 — Grafico de pesos dos bucketings (PC1) das 30 amostras da espécie M. seminigra.

O grafico de pesos também auxiliou para determinar a classificacdo do grupo Il no
grafico de HCA, como um intermediario entre os grupos I, 11 e o 1V, ja que os bucketings das
suas amostras representados por (G-I11) apresentam menor contribuicdo (0,1) de peso em
relagdo aos outros bucketings na PC1 (34%) e em PC2 (22%).
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Figura 15 — Gréfico de pesos dos bucketings (PC2) das 30 amostras da espécie M. seminigra.
A abelha M. seminigra por possuir uma caracteristica mais generalista quanto a visita

floristica revelou na disposicdo de seus dados por PCA e HCA a formagdo de quatro grupos
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distintos tanto quimicamente por seus deslocamentos quanto por regido, o que ja era esperado
devido a margem grande de espécies vegetais frequentadas. Porém para a espécie M. interrupta,

ndo foi possivel definir uma classificacdo para as amostras por quimiometria. O grafico de
biplot das PCAs (PC1 x PC2) abaixo evidenciou o resultado.
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Figura 16 - Grafico de biplot (PC1 x PC2) da dispersdo dos loadings e scores das amostras da espécie M.
interrupta dos cinco pontos de coleta com somatéria de 77% de variancia explicada.

Os perfis espectrais de RMN de H! das 24 amostras de M. interrupta comprovaram que
os sinais quimicos (dubletos e duplos dubletos) majoritarios eram muito semelhantes na regido
dos aromaticos (linha tracejada), e que estavam presentes em todas as amostras. Outro fator
importante observado nos espectros foi que, mesmo com a presenca de alguns sinais quimicos
em determinados deslocamentos (linha vermelha), ndo foi possivel para o estudo quimiométrico

aplicado por PCAs causar uma separacdo de um ou mais grupos especificos de amostras.
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Figura 17 — Comparativos entre os 24 perfis espectrais das amostras de M. interrupta onde a linha tracejada indica
sinais similares e a linha continua vermelha revela sinais diferentes mas insuficientes para distingdo quimica.

Ainda analisando os espectros de RMN de H! das amostras de cada ponto de coleta,
Inpa (32), Brasileirinho (39), Tarumé& (43), Iranduba (45,48) e Puraquequara (50), quando

73



comparados ao perfil espectral da amostra (3) de M. seminigra da regido do Inpa revelaram
pouca distin¢do entre 0s sinais quimicos presentes na regido dos aromaticos (linha tracejada).

Os deslocamentos presentes nos bucketings 51 (7,19-7,10 ppm), 56 (6,84 e 6,70 ppm),
67 (6,00-5,93 ppm) e 68 (5,93-5,79 ppm) encontrados para a espécie mais generalista, também
estavam presentas nos espectros dos individuos da M. interrupta conforme evidenciado na
figura (18):
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Figura 18 — Comparagao entre os sinais quimicos de H* das amostras (32, 39, 43, 45, 48, 50) de M. interrupta e a
amostra (3) de M. seminigra.

As informacBes mostraram que mesmo sendo abelhas de espécie diferentes a
composic¢do quimica entre elas é bem similar. A explicacdo pode estar na sua caracteristica mais
restritiva, ou seja, a abelha M. interrupta visita uma quantidade menor de espécies de plantas,
porém sao as mesmas fontes polinicas visitadas pela espécie M. seminigra (FERREIRA; ABSY,
2013, 2017; OLIVEIRA; ABSY; MIRANDA, 2009). Assim, o0s sinais quimicos destacados
(Figura 18) nos espectros de H! (32, 39, 43, 45, 48 e 50) de M. interrupta sugeriram ser das
mesmas substancias aromaticas presentes no espectro da amostra (3).

Estudos quimicos anteriores realizados com mel e polen de M. interrupta e geopropolis
e polen de M. seminigra comprovaram que determinadas classes quimicas como flavonoides e
acidos fenolicos estdo muito presentes na composi¢do dos produtos de ambas as abelhas sem
ferrdo como por exemplo as substancias naringenina, quercetina, acido galico, Acido 4-
hidroxibenzdico entre outros (VILLARREAL, 2010; DA SILVA et al., 2013; DA SILVA et
al., 2013;)

Para certificar o grau de similaridade correspondente as amostras da M. interrupta, um
grupo de cinco individuos (32, 37, 43, 47 e 54) representando 0s cinco pontos de coleta (Inpa,
Brasileirinho, Tarum4, Iranduba e Puraquequara foram analisadas por LC-MS, obtidos os perfis
cromatograficos e comparados ao da amostra (4 - Inpa) da espécie M. seminigra:
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Flgura 19- Comparagao entre 0s cromatogramas das amostras (32, 39 43,45, 48 50) de M interruptaea amostra
(4) de M. seminigra obtidos por LC-MS.

Os perfis cromatograficos comprovaram que 0s extratos da espécie M. interrupta
apresentaram pouca distingdo quimica, impossibilitando a aplicacdo de um padréo de anélise
quimiométrica.

O cuidado com os paramentos de analise e aplicagdo dos métodos quimiométricos junto
aos espectros de RMN H! contribuiram de forma eficaz para a obtengdo de melhores resultados
e para a retirada de informacgdes quimicas presentes nos extratos metanolicos de ambas as
espécies. Os resultados enalteceram o aspecto mais generalista da espécie M. seminigra
refletindo diretamente na discriminacdo quimica por regides através das PCAs e dos espectros
de RMN.

A técnica ainda munida das informacdes presentes nos cromatogramas de LC-MS
confirmou que havia pouca distin¢do quimica entre as amostras de geopropolis de M. interrupta
com as amostras da area do Inpa da outra espécie, sugerindo assim que a abelha mais restritiva
ao produzir sua geoprépolis possa visitar as mesmas espécies de plantas mesmo estando em

regibes diferenciadas.
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5.4. Caracterizacdo das principais substancias quimicas a partir dos bucketings obtidos

por analise Quimiométrica das amostras de M. seminigra

5.4.1. Caracterizacdo SUBST-1 bucketing 58, deslocamento (6,68-6,55 ppm)

A partir das analises quimiométricas (PCA — loadings) dos espectros RMN de H! de M.
seminigra foram obtidos os principais bucketings com os deslocamentos quimicos das
substancias responsaveis pela tipificacdo nos grupos de amostras. Os deslocamentos foram
explorados com experimentos de RMN 1D e 2D auxiliados pela técnica de LC-MS para
obtencdo da massa exata e 0s resultados comparados junto a literatura.

A anélise de PCA revelou para o grupo | (Puraquequara) os valores 58 e 65. O bucketing
58 (6,68-6,55 ppm) no espectro de RMN de H! foi escolhido para a tentativa de caracterizagio

da substancia acido anacardico (m/z: 347, 2590), responsavel pela representacdo do grupo.

0/ _OH

Figura 20 — Estrutura numerada do &cido anacérdico.

O deslocamento quimico (6,68-6,55 ppm) apresentou quatro dubletos na regido dos
aromaticos. O sinal escolhido como ponto de partida foi o dubleto em & 6,60 (d, 7,6 Hz - H-4)
que acoplou na posicdo orto com hidrogénio em & 7,09 (t, 8,20 Hz - H-5) observado no espectro
de COSY (Espectros 1 e 2).

—

a4

O

10 [} [ 4 2 0 Fz2[ppm]

Espectro 1 - Espectro geral de COSY correlagdo H!-H! da substancia sugerida como acido anacardico em CD;0OD
(500 MHz).
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Espectro 2 - Ampliacdo da correlagdo H-H! para o bucketing 58 com & 6,60 (H-4) & 7,09 (H-5) referente a
substancia acido anacérdico em CDsOD (500 MHz).

O espectro de HSQC mostra os hidrogénios em & 6,60 (7,6 Hz - H-4) e 5 7,09 (8,20 Hz
- H-5) correlacionado por Ji com seus respectivos carbonos & 124,32 (C-4) e 6 134, 10 (C-5)

conforme espectro (3).

- - -8
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o
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Espectro 3 - (A) Espectro geral de HSQC; (B) Ampliagéo da correlacédo de H*-C*3 § 6,60 (H-4) com & 124,32 (C-
4) e 6 7,09 (H-5) com & 134,10 (C-5), da substancia sugerida como &cido anacérdico em CD3OD (500 MHz).
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O hidrogénio com deslocamento quimico 6 6,60 (7,6 Hz - H-4) teve correlagdo por

HMBC com os carbonos & 38,39 (C-8), 6 117,05 (C-6), & 178,12 (C-7) (Espectro 3) e 0

hidrogénio em & 7,09 (7,53 Hz - H-5) apresentou correlagdo com os carbonos 6 149,54 (C-3) e

6 164,16 (C-1) (Espectro 4 e 4.1, Tabela 11).

e .
_ e -
i O OH . c-— . -
= p 3 2 __oH . - T em . ?aﬂiu:-..g
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150 100

200

Espectro 4 - Espectro de HMBC correlagdo H!-C'3-C do bucketing 58, da substancia sugerida como écido

anacardico em CD3;0OD (500 MHz).
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Espectro 4.1 - Ampliacdo da correlagdo H-C*3-C*3 § 6,60 (H-4) com § 38,39 (C-8), & 117,05 (C-6), 6 178,12 (C-
7) e 7,09 (H-5) com & 149,54 (C-3) e & 164,16 (C-1) do bucketing 58, da substancia sugerida como acido

anacérdico em CD3;OD (500 MHz).

O hidrogénio aromatico 6 6,62 (d, 8,16 Hz -C-6) ligado por J: ao carbono & 117,05 (C-

6) por HSQC apresentou o dubleto como multiplicidade (Espectro 5). Este hidrogénio

apresentou correlagdo pelo mapa de contorno HMBC com o carbono 6 124,32 (C-4) que est4

diretamente ligado ao hidrogénio & 6,60 (7,6 Hz - H-4), (Espectro 6, Tabela 11).

78



H-6 H-4
52662 Y~—~—_  ____» 8=660

T

o

=

s

.-

(=T Fe

(=]

re

o

re

= = [ =

> F=

[ @

™
R T e T T
675 6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 F2 [ppm]

Espectro 5 - Espectro de HSQC, ampliagdo da correlagdo H!-C*® § 6,62 (H-6) com & 117,18 (C-6) e 6 6,60 (H-
4) com & 124,32 (C-4) do bucketing 58, da substancia sugerida como acido anacéardico em CD3;OD (500 MHz).
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Espectro 6 - Espectro de HMBC, ampliacdo da correlagdo H!-C*3 § 6,62 (H-6) com & 124,32 (C-4), do bucketing
58, da substéncia sugerida como &cido anacéardico em CD3;OD (500 MHz).

O carbono & 38,39 (C-8) pertencente a cadeia alifatica da substancia com bucketing 58
possui acoplamento direto (J1) com o hidrogénio 6 2,99 (t, 7,45 - H-8) por HSQC (Espectro 7)
e acoplamento com Jz, J3 € J4 com os carbonos 6 32,85 (C-10) & 35,02 (C-9), 6 124,32 (C-4) e
6 149,54 (C-3) respectivamente (Espectro 8).
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Espectro 7 - Ampliacdes da correlagdes por HSQC deslocamentos de 5 38,39 (C-8) com & 2,99 (H-9).
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Espectro 8 - Ampliacdes das correlagbes de HMBC, deslocamentos de & 2,99 (H-8) com 6 32,85 (C-10), & 35,02
(C-8), 6 124,32 (C-4), 56 132,10 (C-5) e & 149,54 (C-3) da substancia acido anacardico em CD3;0D (500 MHz).

O hidrogénio & 2,99 (t, H-8) do carbono & 38,39 (C-8) apresenta correlacdo por COSY

com o0 & 1,55 (m, H-9) do carbono 6 35,02 (C-9) (Espectro 9).
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Espectro 9 - Correlagdo COSY, 6 2,99 (H-8) & 1,55 (H-9), substancia acido anacardico em CD3;0OD (500 MHz).
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s

O carbono 6 35,02 (C-9) e os (C-9 e C-10) tiveram correlacdo com o hidrogénio & 1,55
(H-9), por HSQC e por HMBC (H-8) correlacionou com os carbonos 6 32,85 (C-9) e 29,79 (C-

10) ambos metilénicos da parte alifatica (Espectro 10 e 11, Tabela 11).
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Espectro 10 - Correlagfes HSQC, carbonos (C-9, C-10 e C-11) com o hidrogénio 6 1,55 (H-9, H-10 e H-11).
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Espectro 11 - Correlagdes do hidrogénio 6 1,55 (H-9) por HMBC com os carbonos & 32,85 (C-10) e 29,79 (C-
11), do bucketing 58 da substancia acido anacardico em CD3;0D (500 MHz).

Os carbonos (C-8, 9, 10 e 11) que comp®e o inicio da cadeia alifatica caracteristica de
carbonos metilénicos (CH.), o carbono sp? & 149,54 (C-3) do anel aromatico, 0 § 164,16 (C-1)
desprotegido por influéncia de elemento eletronegativo da hidroxila (OH) e 0 & 178,12 (C-7)
caracteristico de acido carboxilico (COOH), além dos 6 22,76 (C-21), 6 16,26 (C-22) finais

tiveram suas presencas confirmadas nos espectros de C** e Dept135 (Tabela 11).
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Espectro 12 - Espectro de C*3 com os principais deslocamentos dos carbonos do bucketing 58 da substancia acido
anacérdico em CD3;OD (125 MHz).
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Espectro 13 - Espectro de Dept 135, referente aos carbonos do anel aromatico inicio da cadeia alifatica do
bucketing 58 da substancia &cido anacéardico em CD30D (125 MHz).
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A substancia encontrada apresentou os principais deslocamentos em ppm caracteristicos
de hidrogénios aromaticos 1,2,3-trissubstituido no espectro de RMN H* e quatro hidrogénios
com 9 referentes a carbonos metilénicos. Os dados das principais multiplicidades, correlagtes
e deslocamentos tanto dos hidrogénios como dos carbonos da substancia sugerida como acido
anacardico foram comparados com as informacdes apresentadas nos estudos de Vieira, 2007 .

Uma amostra do conjunto das que representam a regido do Puraquequara foi submetida
a analise por LC-MS afim de obter a certificacdo da presenca da substancia.

A massa exata da substancia caracterizada foi definida por LC-MS e apresentou o
erro[ppm]: 0,6 e mSigma: 1,1. O espectro revelou a presenca do ion precursor desprotonado
m/z: 347.2590 [M-H] e como primeiro fragmento ms?: 303.2770 [M-44-H] referente a perda
de CO2 (Figura 57). A férmula molecular apresentada para a substancia foi C22Hzs03. O indice
de deficiéncia de hidrogénio (IDH) calculado igual a 5 que confirmou a presenca do anel
aromatico e 4 ligacdes duplas () corroborando com a estrutura comparada com os dados da

literatura dos estudos de Vieira, 2007 e Morais et al., 2017.

Intens. -MS, 14.8min #8390
[%]
100 (A) 3472590
0y _oH
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Figura 21 —Espectro de Massas (LC-MS), &cido anacardico m/z: 347, 2590 [M-H]". (A) MS: 347, 2590; (B) MS%
347,2590 - 303,2770.

O maximo de informacdes foram adquiridas para confirmar que a substancia sugerida
era 0 &cido anacardico. Os principais deslocamentos quimicos encontrados de hidrogénios e
carbonos referentes ao anel aromatico e da cadeia alifatica quando comparados a literatura
indicavam a presenca da substdncia se aproximando dos valores relatados. Porém, os
hidrogénios referentes aos carbonos metilénicos (CH2) da estrutura ndo puderam ser atribuidos,
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ja que a area alifatica apresentou um conjunto muito grande de multipletos sinais sobrepostos.
As comparacOes foram realizadas juntos aos dados apresentados no estudo de Vieira, 2007.

Tabela 11 - Principais deslocamentos quimicos de H*, C*2 e correlagdes HMBC obtidos para o 4cido anacérdico.

acido anacardico (Principais sinais obtidos)” acido anacardico Vieira (2007)**
N°e  §CB  §HI(m,J) HMBC §C3 & H1 (m, J)
C-1 164,16 10,03 (s) - 163,6 10,88 (s)

C-2 112,81 - - 110,4 -

C-3 149,54 - - 1479 -

C-4 12432 6,60 (d, 7,66) 6, 7 1229 6,78 (d, 8,0)
C-5 134,10 7,08 (t, 7,53) 1,3 135,5 7,38 (t, 7,6)

c6 117,83 6,62 (d, 8,20) 4 115,9 6,83 (d 8,4)
C-7 178,12 - - 176,1 -

C8 3839 299(t745  3,4,5809 36,5 3,00 (t, 7,5)
C9 3502 1,55 (m) 9,10 32,0 1,60 (m)
C-10 32,85 1,55 (m) 8,9,11 31,6 1,3 (m)
C-11 295 1,55 (m) - 29,0 1,3 (m)
C-12 - - - - 1,3 (m)
C-13 - - - - 1,3 (m)
C-14 - - - - 1,3 (m)
Cc-15 - - - - 1,3 (m)
C-16 - - - - 1,3 (m)
C-17 - - - - 1,3 (m)
C-18 - - - - 1,3 (m)
C-19 - - - - 1,3 (m)
C-20 - - - - 1,3 (m)
C21 22,76 1,55 (m) 22 22,0 1,3 (m)
C-22 16,09 0,88 (1) 21 14,1 0,85 (t, 6,5)

*RMN de C*3 e H: 4cido anacardico em equipamento de 125 MHz e 500 MHz com CD3OD.
** RMN de C*®e H!: 4cido anacardico em equipamento de 75 MHz e 300 MHz com CDCls.

A substancia caracterizada como &cido anacardico ja havia sido identificada com a
técnica de RMN H! e C*® em extratos etandlicos de propolis da espécie de abelha Apis meliffera
da cidade de Teresina-Pl. O estudo também realizou testes contra bactérias gram-negativas e
positivas e atestou ser eficazes contra a acdo das mesmas (SILVA et al., 2008). Em outro
estudo realizado com acidos anacéardicos encontrado diretamente em castanhas de caju, revelou
que 0s mesmos possuem atividade antioxidante preventiva (KUBO et al., 2006).

A literatura aponta possiveis evidéncias da substancia por ESI-EM em extratos
etandlicos de propolis em dois exemplares da Asia, duas da india e um possivel derivado
insaturado do &cido anacardico como marcador no extrato de propolis de abelha sem ferréo da
espeécie Tetragonisca angustula (SAWAYA et al., 2010).

Estudos realizados com extrato etandlicos (70%) obtidos por maceracdo da geopropolis
de M. fasciculata Smith da cidade de Palmeirandia — MA, indicaram por analise por CG-EM a

presenca da substancia acido anacérdico (ARAUJO et al., 2015).
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As substancias derivadas dos acidos anacardicos ja descritas na literatura indicam que
as plantas da familia Anacardiaceae sdo possiveis fontes polinicas para a composicdo das
resinas das propolis das abelhas. Estudos indicam que os acidos anacardicos fazem parte do
metabolismo secundarios das plantas desta familia (CORREIA; DAVID; DAVID, 2006).

A evidéncia justifica a presenca do &cido anacardico na composi¢ao quimica do extrato
da geoprépolis de M. seminigra, uma vez que a espécie visita plantas da familia Anacardiaceae,
em especial o cajueiro. Em estudos realizados com material polinico coletado por M. seminigra
da cidade de Manaus — AM indicaram a presenca de polen de cajueiro oriundo da visita durante
0 més de setembro (ABSY; BEZERRA; KERR, 1980; FERREIRA; ABSY, 2017). Recentes
estudos com material polinico da colmeia dessa abelha da regido de Manaus (AM), indicaram
uma frequéncia mensal de 6,45% de visita as plantas dessa familia para coleta de material
polinico como fonte alimenticia (OLIVEIRA; ABSY; MIRANDA, 2009). A informacao
corroborou com o dado apresentado no quadro (1) (pag. 10) do presente trabalho, a respeito da
visita de plantas da familia Anacardiaceae e 0s dados quimicos de Vieira (2007) e Morais et al.

(2017) complementaram para a presenca do acido anacardico.

84



5.4.2. Caracterizacdo SUBST - 2 bucketings 51 e 68, deslocamentos (7,19-7,10 ppm) e

(5,93-5,79 ppm).

A segunda substancia foi caracterizada como sendo a aromadendrina (m/z: 287, 0548).

Os sinais de H! eram pertencentes ao grupo de bucketings 51 e 68 de maiores pesos que foram

responsaveis pela separacao do grupo 1V (Inpa) na analise de PCA (loadings).

Figura 22 — Estrutura numerada da aromadendrina.

Os bucketings 51 e 68 possuem valores de deslocamento quimico em (7,19-7,10 ppm)

referentes a dubletos e (5,93-5,79 ppm) referentes a um grupo hidrogénios aromaticos, ambos

os deslocamentos caracteristicos de anéis de flavonoides (Espectro 14, Tabela 12).

51

68

Mmﬁb‘

Espectro 14 - Espectro da regido do Inpa com os bucketings 51 (7,19-7,10

T
4

ppm) e 68 (5,93-5,79 pp

T
o [ppm]

m).

W

[rel]

O dubleto inicial para a caracterizagdo da substancia foi o do bucketing 51 no

deslocamento quimico em & 7,14 (2H, 8,5 Hz, H-3°/H5’), referente ao hidrogénio aromatico

anel (B) que por COSY, acoplou em orto com o dubleto de hidrogénio em & 7,46 (2H, 8,5 Hz,

H-2°/H- 6”) ambos com J peculiar de anel 1,4-dissubstituido mono oxigenado (Espectro 14 e
15.1, Tabela 24). No HSQC foi possivel determinar o J1 de seus carbonos 6 119,49 (C-3’) ¢ &
132,11 (C-2’) respectivamente (Espectro 16 e 16.1, Tabela 12).
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Espectro 15 - Espectro de COSY, regido da correlacdo 6 7,14 (H-3°/H-5") com & 7,46 (H-2’/H-6") do bucketing

51, substancia sugerida como aromadendrina em CDs0D (500 MHz).
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Espectro 15.1 - Ampliacdo da correlacdo & 7,14 (H-3’/H-5") com & 7,46 (H-2’/H-6") por COSY referente ao

bucketing 51, substancia aromadendrina em CD3;O0D (500 MHz).
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Espectro 16 - Espectro de HSQC, regido da correlagéo 6 7,46 (H-2") com 8 132,11 (C-2’) e 8 7,14 (H-3’) com &

119,49 (C-3’) do bucketing 51, substancia aromadendrina em CD30D (500 MHz).
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Espectro 16.1 - Ampliacéo da correla¢do 6 7,46 (H-2") com 6 132,11 (C-2") e 6 7,14 (H-3") com & 119,49 (C-3°)
do bucketing 51, substancia sugerida como aromadendrina em CD3;0D (500 MHz).

O hidrogénio ¢ 7,14 (H-3’) apresentou correlagao J2, J3 € Ja por HMBC com os carbonos
6 161,39 (C-4’) ligado a um elemento eletronegativo e caracteristico do anel B, 0 6 134,18 (C-
1’) e 0 8 86,56 (C-2) caracteristico de anel C. J4d 0 6 7,46 (H-2") também por HMBC exibiu
correlacdo Jo e J3 com os carbonos & 134,18 (C-1°) caracteristico da ligacdo entre os anéis BC

e 5 161,39 (C-4’) mais desprotegido, ambos metilénicos (Espectro 17 e 17.1, Tabela 12).
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Espectro 17 - Espectro de HMBC, regido da correla¢do & 7,46 (H-2°/H6’) e & 7,14 (H-3°/H’5) correlacionando
com carbonos referente ao do bucketing 51, substancia aromadendrina em CD3zOD (500 MHz).
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Espectro 17.1 - Ampliacéo da correla¢do & 7,46 (H-2") com & 134,18 (C-1"), 6 161,39 (C-4’) e 6 7,14 (H-3"), 6
161,39 (C-4”) com 6 85,55 (C-2) no espectro de HMBC, da substancia aromadendrina presente no bucketing 51

por Jz, J3 € Ja em CDs0D (500 MHz).

O carbono 6 85,55 (C-2) apresentou correlagdo direta (J1) por HSQC com dubleto
referente ao hidrogénio com 65,02 (11,6 Hz, H-2) (Espectro 18, Tabela 12). A analise do

espectro de HMBC o hidrogénio metinico & 5,02 (H-2) apresentou correlagdo J1 com o carbono

d 75,52 (C-3), J2 no 6 132,11 (C-2’) e Js com 0 do & 199,36 (C-4) caracteristico de carbono

carbonilico presente no anel C de um flavonoide (Espectro 19, Tabela 12).
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Espectro 18 - Ampliag&o da correlagdo J; do hidrogénio & 5,02 (H-2) com o carbono 6 86,56 (C-2) no espectro

de HSQC substancia aromadendrina em CDsOD (500 MHz).
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Espectro 19 - Ampliacéo da correlagéo Ji, J, e J; do hidrogénio 6 5,02 (H-2) com os carbonos & 75,52 (C-3), 6
132,11 (C-2’) e 6 199,36 (C-4) no espectro de HMBC da substancia aromadendrina em CD;0D (500 MHz).

O carbono 6 75,52 (C-3) pelo espectro de HSQC apresentou correlagdo direta com o
hidrogénio 64,52 (d, 11,6 Hz, H-3) (Espectro 20, Tabela 12). O hidrogénio 6 4,52 (H-3)

revelou também por HMBC correlagdo forte com os carbonos de & 86,56 (C-2), & 134,18 (C-

1’) ¢ 6199,36 (C-4) (Espectro 21, Tabela 12). Este ainda apresentou acoplamento com

hidrogénio & 5,02 (H-2) pelo espectro de COSY, ambos com constante alta J = 11,6 Hz

caracteristica de hidrogénios na posicao anti (Espectro 22, Tabela 12).

C-
§=17552

O

e —

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.65 4.60 455 4.50

T T T
4.45

T T T
4.40

I
F2 [ppm]

Espectro 20 - Ampliacdo da correla¢do no espectro de HSQC do hidrogénio & 4,52 (H-3) com o carbono & 75,52

(C-3) da substancia aromadendrina em CD3;0D (500 MHz).
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Espectro 21 - Ampliagdo da correlacdo no espectro de HMBC do hidrogénio & 4,52 (H-3) com o carbono 6 86,56
(C-2), 6 134,18 (C-1") e 6 199,36 (C-4) da substancia aromadendrina em CD;0D (500 MHz).
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Espectro 22 - Ampliagdo da correlacdo no espectro de COSY do hidrogénio & 4,52 (H-3) com hidrogénio & 5,02
(H-2) da substancia aromadendrina em CDs0OD (500 MHz).

Os valores de deslocamentos quimicos do bucketing 51 forneceram informacoes
estruturais (anéis aromaticos B e C) para compor o esqueleto de um flavonoide. Porém para a
obtencdo do possivel anel A foi analisado deslocamento quimico referente ao bucketing 68
(5,93-5,79 ppm). O conjunto de sinais de hidrogénio presentes no intervalo deste deslocamento
do bucketing 68 foi definido o dubleto em 5,90 (2,13 Hz, H-8), acoplando com outro
hidrogénio na posi¢cdo meta. A andlise por HSQC revelou seu carbono em 598,19 (C-8)
(Espectro 23, Tabela 12).
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Espectro 23 - Ampliacdo da correlacdo no espectro de HSQC do hidrogénio & 5,90 (H-8) com carbono 6 98,19
(C-8) do bucketing 68, substancia aromadendrina em CDsOD (500 MHz).

As correlagdes J» e Jz do hidrogénio meta & 5,90 (H-8) com os carbonos & 99,29 (C-6),
6 105,28 (C-5), 6 166,54 (C-9) e 6 170,36 (C-7) pelo espectro de HMBC (Espectro 24, Tabela

12) revelaram uma parte do anel A da substancia flavonoidica.
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Espectro 24 - Ampliacdo da correlacdo no espectro de HMBC do hidrogénio 6 5,90 (H-8) com os carbonos (C-
5, C-6, C-7 e C-9) do bucketing 68, substancia aromadendrina em CDsOD (500 MHz).

O carbono 699,29 (C-6) identificado foi explorado por HSQC e revelou J: com o
dubleto de hidrogénio & 5,92 (2,13 Hz, C-6) e a sua constante revelou acoplamento na posi¢ao
meta, sugerindo ser o par do hidrogénio 6 5,90 (2,13 Hz, C-8). O acoplamento sugere que sejam
hidrogénios presentes no anel (A) de flavonoides com substituicdes noz carbonos em 5 e 7 de
flavonoides de caracteristica 5,7-diidroxi. (Espectro 25, Tabela 12). Analisando o (H-6) foi
possivel por HMBC estabelecer as correlagdes J> 6 98,19 (C-8), 6 105,28 (C-5), 6 170,36 (C-7)
(Espectro 26, Tabela 12).
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Espectro 25 - Ampliacdo da correlacdo no espectro de HSQC do hidrogénio & 5,92 (H-6) com carbono 6 99,29
(C-6) do bucketing 68, substancia aromadendrina em CD;0OD (500 MHz).
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Espectro 26 - Ampliacdo da correlacdo no espectro de HMBC do hidrogénio & 5,92 (H-6) com os carbonos (C-
7, C-9 e C-10) do bucketing 68, substancia aromadendrina em CD3;OD (500 MHz).

Os dados de carbono foram explorados por espectros unidimensionais de C*2 e Dept135
afim de obter a comprovacdo das informagfes encontradas para os carbonos hidroxilado e
carbonila (Espectro 27 e 28, Tabela 12).
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Espectro 27 - Espectro de C!3 com os principais deslocamentos dos carbonos do sistema ABX da substancia
aromadendrina referente aos bucketings 51 e 68 em CD3;0D (125 MHz).
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Espectro 28 - Espectro de Dept 135, referente aos carbonos da substancia aromadendrina com os bucketings 51
e 68 em CD30D (125 MHz).

Os dados através dos experimentos de H! e C uni e bidimensionais forneceram
informacdes que foram comparadas aos dados encontrados nos estudos de Almeida et al.,
(2005), e organizadas na tabela (12). As comparacOes foram importantes para confirmar as
correlacdes a respeito do possivel flavonoide definido junto a literatura como aromadendrina.

Além dos dados espectroscopicos, uma representante das amostras do Inpa foi analisada
por LC-MS para confirmar a presenca do possivel flavonoide.

O espectro revelou a massa exata de m/z: 287,0548 e formula quimica C1sH1103, com
erro[ppm]: 4.7 e mSigma: 3.3. O perfil de fragmentacéo do ion precursor ainda apresentou por
ms? 0s fons m/z: 259,0579 [M-CO-H], além dos m/z: 177,0575, 151,0050 e 125,0266 referentes
as fragmentacdes dos anéis do flavonoide (Figura 23) mas também observado nos dados de

fragmentacdo por EM (Figura 43, pagina 123).
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Figura 23 - Espectro de Massas (LC-MS), aromadendrina m/z: 287,0548 [M-H].. (A) MS: 287,0545; (B) MS2
287,0545 > 259,0570, 177, 0575, 151,0050 e 125,0266.
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O IDH para a substancia foi calculado pela formula molécula com o hidrogénio
C1sH1203, apresentando o resultado de 10 instauracgdes, o que confirmou a presenca de trés anéis
(do sistema ABC) e 7 ligacdes do tipo « referente as seis duplas ligagdes dos anéis aromaticos
e uma ligagdo referente ao carbono (C-4) grupo carbonila do anel C corroborando para a

presenca da substancia aromadendrina.

Tabela 12 - Principais deslocamentos quimicos de H*, C*2 e correlagdo de HMBC obtidos para a aromadendrina.

aromadendrina (Principais sinais obtidos)” aromadendrina De Almeida et al. (2005)**

N°  §C®  §H!(mJ)  HMBC §C13 § H: (m, J)
C-1° 134,18 - - 129,6 -
Cc-2r 132,11  7.46(d, 8,5) 2,4 130,7 6,83 (d, 8,5)
C-3° 11949 7,14 (d, 8,5) 1,4 116,5 7,35 (d, 8,5)
C-4 161,39 - - 159,5 -
C-5 11949 7,14 (d, 8,7) 1, 4 116,5 7,35 (d, 8,5)
C-6° 13211 7.46(d,8,7) 2,4 130,7 6,83 (d, 8,5)
C2 8656 502(d116) 2°,3,4 85,3 5,28 (d, 11,6)
C3 7552 452(d, 11,6) 1°,2,4 74,0 4,73 (d, 11,6)
C-4 199,36 - - 198,8 -
C-5 - - - 165,6 -
C6 9929 592(d 210) 78,10 97,7 5,89 (d, 2,10)
C-7 170,46 i - 169,1 -
c8 9819 590(d, 210) 6, 7,09, 10 96,7 5,93 (d, 2,10)
C9 166,54 - - 164,9 -
C-10 105,28 - - 102,2 -

*RMN de C* e H%: aromadendrina em equipamento de 125 MHz e 500 MHz com CD30D.
** RMN de C3e H': aromadendrina em equipamento de 75 MHz e 300 MHz com CDCls.
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5.4.3. Caracterizacdo SUBST - 3 bucketings 51 (7,19-7,10 ppm) e 68 (5,93-5,79 ppm).

A terceira substéancia foi sugerida a partir de deslocamentos presentes nos bucketings 51

e 68, como sendo a naringenina—4’-p-glicopiranosideo (m/z: 433,1125).

Figura 24 — Estrutura numerada da naringenina—4’-B-glicopiranosideo.

O deslocamento do bucketing 51 ainda revelou a presenca de hidrogénio & 7,13 (d, 2H,
8,6 Hz, H-3°/5") acoplando na posi¢do orto com o hidrogénio & 7,42 (d, 2H, 8,6 Hz, H-2°/6”)
pelo espectro COSY (Espectro 29). O hidrogénio 67,13 (H-3°/5") e o 67,42 (H-2°/6")
apresentaram correlagdo J: com os carbonos 6 119,47 (C-3°/5%) e & 130,78 (C-2°/6") pelo mapa
de contornos longos de HSQC (Espectro 30, Tabela 13).

H-2

| T T T T
TA F2 [ppm]

Espectro 29 - Ampliacéo da correlagdo & 7,13 (H-3°/H-5") com & 7,42 (H-2’/H-6") por COSY do bucketing 51
da substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;OD (500 MHz).
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Espectro 30 - Ampliacédo da correlacdo do & 7,13 (H-3/H-5") com o carbono & 119,47 (C-3°/5), 6 7,42 (H-2’/H-
6”) com 8 130,78 (C-2°/6") por HSQC, do bucketing 51 em CD3;0D (500 MHz).

O hidrogénio 6 7,13 (H-3"/5") apresentou correla¢do J2 e J3 com 0s carbonos & 136,19
(H-1") e 6 161,17 (H-4"). Ja o hidrogénio & 7,42 (H-2°/6") revelou correlagdo com os carbonos
682,04 (H-2), 6 119,47 (H-3") ¢ 6 161,17 (H-4’) por HMBC (Espectro 31 Tabela 13).
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Espectro 31 - Ampliagdo da correlagdo no espectro de HMBC dos hidrogénios & 7,13(H-3"), 6 7,42(H-2’) com
os carbonos (C-2, C-1°, 3’ ¢ 4”) do bucketing 51 da substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;OD (500
MH2z).

O carbono 6 82,04 (H-2) revelou ligacéo direta com o hidrogénio 4 5,40 (dd, 3,0 e 12,6
Hz, H-2) por HSQC (Espectro 32, Tabela 30) e por HMBC o hidrogénio 45,40 (H-2)
apresentou correlagdo J> com o carbono 6 199,39 (C-4) e Js com o carbono & 130,78 (H-2’)
(Espectro 33, Tabela 13). Finalmente, o deslocamento quimico em & 5,40 (H-2) apresentou
pelo espectro de COSY acoplamento com os hidrogénios em 6 2,74 (dd, 3,0 e 17,07 Hz, H-3¢q)
e 63,10 (dd, 12,6 e 17,07 Hz, H-3ax) (Espectro 34).
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Espectro 32 - Ampliacdo da correlacdo hidrogénio 6 5,40 (H-2) com o carbono 6 130,78 (C-2) por HSQC da
substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;OD (500 MHz).
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Espectro 33 - Ampliacdo da correlacdo no espectro de HMBC dos hidrogénios & 5,40 (H-2) com os carbonos &
130,78 (C-2°) e 6 199,39 (C-4) da substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;0OD (500 MHz).
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Espectro 34 - Ampliag&o da correlagdo & 5,40 (H-2) com & 2,74 (H-3eq) € 8 3,10 (H-34) por COSY da substéancia
em CD3OD (500 MHz).
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Os hidrogénios & 3,10 (H-3ax) e 6 2,74 (H-3eq) estavam diretamente ligados ao carbono
6 46,02 (C-3) pelo espectro de HSQC (Espectro 35, Tabela 13). O hidrogénio na posicao (H-
3ax) apresentou correlacdo J» com os carbonos 6 82,04 (C-2) e 6 199,39 (C-4) e 0 (H-3¢q) revelou
correlagéo J» 6 199,39 (C-4), Jz3 6 105,34 (C-10) e J4 130,78 (C-2’) por HMBC (Espectro 36,
Tabela 13).
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Espectro 35 - Ampliagdo da correlagdo dos hidrogénios 8 2,74 (H-3) e & 3,10 (H-3) com o carbono 5 46,02 (C-
2) por HSQC da substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;0OD (500 MHz).
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Espectro 36 - Ampliagéo da correlagdo no espectro de HMBC dos hidrogénios & 2,74 (H-3eq) € & 3,10 (H-3a)
com os carbonos (C-2, C-2’, C-4 e C-10) da substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3OD (500 MHz).

O anel C foi fechado pelo deslocamento de hidrogénio que o bucketing 68 apresentou

em 5 5,88 (d, 2,10 Hz, H-8) que acoplou em J: com 0 6 99,35 (C-8) e o outro 6 5,92 (d, 2,10

Hz, H-6) de H! com & 98,15 (C-6) por HSQC (Espectro 37, Tabela 13). O hidrogénio & 5,88

(H-8) acoplou com os carbonos & 98,15 (C-6), 5 105,1 (C-10), 6 166,36 (C-5) e 5 170,56 (H-

9). J4 o H! em & 5,92 (H-6) com o C* §105,1 (C-10) e § 170,56 (H-9) (Espectro 38, Tabela
13).

98



C-6
§=98,15

o\

/
s

c-8 i
5=99,35 5

F1 [ppm]

i
o8

T
102 100

T
104

T
106

|

-————————————F———————————[———————————
6.1 60 X 5.8 57 F2 [ppm]

Espectro 37 - Ampliacéo da correlacdo no espectro de HSQC dos hidrogénios 6 5,88 (H-8) e 8 5,92 (H-6) com
os carbonos (C-6 e C-8), da substancia naringenina-4’-p-glicopiranosideo em CDs0OD (500 MHz).
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Espectro 38 - Ampliacdo da correlagdo no espectro de HMBC dos hidrogénios & 2,74 (H-3eq) € 8 3,10 (H-3x)
com os carbonos (C-5, 6, 9 e 10), da substancia naringenina-4’-3-glicopiranosideo em CDsOD (500 MHz).

Os deslocamentos dos carbonos foram revelados por de C*2 e Dept135 (Espectros 39 e
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Espectro 39 - Espectro de C** com os principais deslocamentos dos carbonos do sistema ABX referente ao
bucketing 51 e 68 da substancia naringenina-4’--glicopiranosideo em CD30OD (125 MHz).
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Espectro 40 - Espectro de Dept 135, referente aos carbonos da substancia naringenina-4’-f-glicopiranosideo com
bucketings 51 e 68 em CD30D (125 MHz).

Analisando o espectro de RMN H! foi possivel identificar a presenca de um dubleto em
54,94 (7,5 Hz, H-1"") caracteristico de H! anomérico (Tabela 13) e que esta diretamente ligado
ao carbono & 104,22 (C-1"’), caracteristico de anomérico com configura¢ao do tipo . Os

deslocamentos quimicos tanto do H* quanto do C *3so observados por HSQC, (Espectro 41,
Tabela 13).
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Espectro 41 - Ampliacdo da correlagdo no espectro de HSQC do hidrogénio & 4,94 (H-1°") com o carbono (C-
1°”) da substancia naringenina-4’-p-glicopiranosideo com bucketings 51 e 68 em CD3;0D (500 MHz).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.05 5.00 4.95 4.90 4.85

O dubleto do hidrogénio anomérico & 4,94 (7,5 Hz, H-1"") correlacionou com o
hidrogénio em 6 3,46 (d, 3,41 Hz, H-2") e este correlaciona com 6 4,94 (7,5 Hz, H-1""), ambos
por COSY (Espectro 42).
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Espectro 42 - Ampliacéo da correlagdo no espectro de COSY do hidrogénio & 4,94 (H-1>") com o H! § 3,46 (H-
2°”) da substancia naringenina-4’-f-g em CD3;0OD (500 MHz).

Pelo espectro de H* foi possivel identificar os sinais dos hidrogénios & 3,46 (d, 3,41 Hz, H-
27), §3,45 (H-4") §3,44 (H-5"), 63,41 (H-3") e pelo de HSQC os acoplamentos com 0s seus
respectivos carbonos 6 76,84 (C-3""), 6 73,32 (C-4"), 6 79,98 (C-5"") ¢ 6 73,82 (C-2"’) referentes

a estrutura do glicopiranosideo. (Espectros 43 e 44, Tabelas 13).
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Espectro 43 - Espectro de RMN H?, hidrogénios & 3,46 (H-2""), § 3,41 (H-3""), 3,45 (H-4>") e & 3,44 (H-5"),
da substancia naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;OD (500 MHz).
H-5"

H-3" H-4> _ .
5=346 = ’ - L/\J =

‘
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Espectro 44 - Ampliagdo da correlacdo no espectro de HSQC dos hidrogénios (H-1°’, H-2*’, H-3"" ¢ H-4") com
os carbonos (C-2"’, 3*, 4’ ¢ 5°”) da substéncia encontrada em CD3;0D (500 MHz).
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As correlacBes de Jo, Jz e J4 dos carbonos pertencentes a cadeia de aglcar, foram
observados junto ao espectro de HMBC. As defini¢fes de longa distancia foram atribuidas para
0 H! 83,46 (H-2"") com 0 & 76,84 (C-3’"), 0 H! § 3,41 (H-3’") com o carbono § 79,98 (C-5"),
0 H' § 3,45 (H-4") com os carbonos & 104,22 (C-1"’ — fraco), & 76,84 (C-3’") ¢ § 79,98 (C-5""),
0 H' 83,44 (H-57) com 0s C*3 & 76,84 (C-3*) e & 104,22 (C-1"" — fraco) (Tabela 13).

. H-4>
H-3 H-5” .
5=345 > H-2

5=3,46 b\w §=3,44 5=341 0
c-3” J/\‘/\_’—‘A/J W

L
. = = ey ) C 8

3.|50 ‘ I I I 3.:15 ‘ ‘ ‘ I 3.110 I I I FZ I[ppm]
Espectro 45 - Ampliacdo da correlacdo no espectro de HMBC dos hidrogénios (H-1"°, H-2’’, H-3"" ¢ H-4") com
os carbonos (C-2"’, 3”*, 4’ ¢ 5°”) da substéncia encontrada em CD3;0D (500 MHz).

O espectro de RMN de H! apresentou no deslocamento entre 3,92 e 3,67 ppm sinais dos
hidrogénios caracteristicos do H-6"" do agtlicar encontrados na literatura. O H* em § 3,89 (dd,
12,03 e 2,05 Hz, H-6"") ¢ 6 3,69 (m, H-6"") (Tabela 13). Ambos (H-6"") apresentaram por
HSQC correlagio com o C'2 § 64,47 (C-6"") (Espectro 46, Tabela 13). Por HMBC o H! § 3,89
(H-6") correlacionou por J3 com o carbono § 73,32 (C-4") e o H! § 3,69 (m, H-6") por J, com
0 C'® 579,98 (C-5"’) (Espectro 47, Tabela 13).

Os deslocamentos de carbonos do agticar foram comprovados junto aos espectros de C3

e Dept135 (Espectros 39 e 40) e comparados com a literatura.

H-6> H-6> O
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Espectro 46 - Ampliacdo do espectro de HSQC, deslocamento dos hidrogénios (H-6") acoplando com seu
respectivo (C-6") carbono da substancia encontrada em CD3;OD (500 MHz).
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Espectro 47 - Ampliagdo do espectro de HMBC, hidrogénios 6 3,89 e & 3,9 (H-6"’) acoplando J; e J, com 0s
respectivos carbonos 6 73,32 (C-4°") e 6 79,98 (C-5"") da substancia encontrada em CD3;0D (500 MHz).

Os dados obtidos para a substancia foram comparados com as informagdes dos trabalhos
realizados por Da Silva et al., (2013) que permitiram definir a mesma como sendo a
naringenina-4’-B-glicopiranosideo. Os deslocamentos de carbonos e hidrogénio e suas
correlagdes foram organizados e Tabelados conforme evidenciado abaixo:

Tabela 13 - Principais deslocamentos de H*, C** e HMBC para a naringenina-4’-B-glicopiranosideo.

naringenina-4’-B-glicopiranosideo naringenina-4’-B-glicopiranosideo
(Principais sinais obtidos)” Da Silva et al. (2013)**
N° & Ct3 d HY (m, J) HMBC dCB & H (m, J)
C-1> 136,19 - - 134,1 -
C-2> 130,78 7,42 (d, 8,6) 2,2°,3,4 128,79 7,43 (d, 8,5)
C-3> 119,57 7,13 (d, 8,6) 1’,3,4 117,84 7,13 (d, 7,0)
C-4 161,17 - - 159,2 -
C-5> 11947 7,13 (d, 8,6) 1’,3,4 117,84 7,14 (d, 7,0)
C-6> 130,78 7,42 (d, 8,6) 2,2°,3,4 128,79 7,43 (d, 8,5)
C-2 82,04 5,40(dd, 3,0e 17,07) 2,4 80,13 5,41 (dd, 3,5 e 12,5)
C-3ax 46,02 3,10(dd 12,6 e17,07) 2,4,1° 44,03 3,10 (dd, 12,5 e 17,0)

C-3¢q 46,02 2,74 (dd 3,0e17,07) 4,10,2’ 44,03 2,74 (dd, 3,0 e 17,0)

C-4 199,39 197,4 -
C5 166,36 - - 164,7 12,10
c6 9815 5,92 (d, 2,10) 580910 9621 5,91 (d, 2,5)
Cc-7 - . - 165,4 -
c8 9935 5,88 (d, 2,10) 6,7,9 97,12 5,89 (d, 2,0)
C9 170,85 - - 168,3 -
C-10 105,28 - - 103,3 -
C-17  104.22 4,94 (d, 7,5) - 102,21 4,90 (d, 7,5)
C2” 7332 3,46 (d, 3,41) 5 74,91 3,47 (d, 3,0)
C-3” 76,84 3,41 (m) 57 77,99 3,46 (d, 3,5)
C-4” 7332 3,45 (m) 12 359 5% il ER) 3,48 (m)
C-5” 79,8 3,44 (m) 3 78,19 3,45 (m)
C-6” 64,47 3,69 (M) 47,5 62,52 3,70 (dd, 12,2 e 6,0)
C-6” 64,47 3,89 (dd, 12,03e2,05) 4,5 62,52 3,91 (dd, 12,2 e 2,0)

*RMN de C*3 e H!: aromadendrina em equipamento de 125 MHz e 500 MHz com CD3OD.
** RMN de C3 e H!: aromadendrina em equipamento de 75 MHz e 300 MHz com CD3;0D.
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Além das correlagdes encontradas por RMN H?! e C*3, foi realizado o LC-MS de uma
amostra representante do Inpa e obtido o perfil abaixo:
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Figura 25 - Espectro de Massas (LC-MS), naringenina-4’-B-glicopiranosideo m/z: 433,1125 [M-H]". (A) MS:
271,0603; (B) MS% 271,0603 - 115,0036, 177,0224, 151,0050, 119,0525, 107,0148 e 93,0325.

A massa molecular exata obtida foi m/z: 433,1125 e a formula molecular com o
hidrogénio foi C21H2203 e o calculo de (IDH) forneceu o resultado de 11 ligagdes =, ou seja, 7
ligacGes duplas presentes nos anéis A e C e 1 representando a carbonila em C-4, mais 4 quatro
estruturas ciclicas. O espectro ainda apresentou o erro[ppm]: 3.6 e mSigma: 3.8, 0 que garantiu
a presenca da para a Naringenina-4’-3-Glicopiranosideo.

Os dados obtidos pelos bucketings 51 e 68 por quimiometria revelaram os principais
deslocamentos quimicos no espectro de RMN possibilitando a caracterizacdo de substancias
flavonoidicas: aromadendrina (m/z: 287,0545) e a naringenina-4’-O-B-glicopiranosideo (m/z:
433,1125) responsaveis pela tipificacdo do grupo IV das amostras da regido do Inpa separadas
pelo grafico de PCA (scores).

A analise dos perfis espectrais de RMN H! e cromatograficos (Figuras 17, 18 e 19, pag.
70) das amostras de M. interrupta revelaram ser bem similares ao perfil espectral das amostras
do INPA da urugu boca de renda (M. seminigra). A constatacdo ocorreu pela presenca das
principais correlagbes por COSY, HSQC e HMBC das substancias aromadendrina e
naringenina-4’-O-B-glicopiranosideo encontradas nas amostras de M. seminigra (Tabelas 12 e

13).
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Espectro 48 - Ampliacdo da correlagdo no espectro de COSY (H-HY): (A) & dos H dos anéis A e B; (B) & dos
H! anéis C; das substancias aromadendrina e naringenina-4’-B-glicopiranosideo em CD3;0D (500 MHz).

:

Espectro 49 - Ampliacdo da correlagdo no espectro de HSQC: (A) & dos carbonos dos anéis A e B; (B) & dos
carbonos anéis C; das substancias aromadendrina e naringenina-4’-p-glicopiranosideo em CD3;0OD (500 MHz).
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Espectro 50 - Ampliagdo da correlagdo no espectro de HMBC: (A) & dos carbonos dos anéis A e B; (B) & dos
carbonos anéis C; das substancias aromadendrina e naringenina-4’-p-glicopiranosideo em CD3;0OD (500 MHz).

A variacdo dos valores de deslocamentos tanto para hidrogénios quanto carbonos ficou
entre ASu* = 0,15 e ASc™ = 0,13, ou seja, comprovando que as substancias também estavam
presentes de forma expressiva nas amostras da abelha mais restritiva (M. interrupta).

Em estudo realizado no municipio de Manaus-AM utilizando a técnica de RMN houve

a confirmacdo da presenca de substdncias flavonoidicas como a naringenina-4’-O-f3-
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glicopiranosideo, naringenina e um derivado da aromadendrina nos extratos metanodlicos de
geopropolis da espécie de M. interrupta (DA SILVA et al., 2013). Porém outros estudos
quimicos realizados com extratos metanolicos e etanolicos de geoprdpolis de M. seminigra foi
possivel detectar por analise em cromatografia liquida de alta resolucdo as substancias
naringenina e aromadendrina (DE OLIVEIRA, 2016).

Outros estudos com extratos etanolicos do polen de M. seminigra obtidos no municipio
de Manaus-AM indicaram por CLAE a presenca da substancia flavonoidica naringenina
(VILLAR.EARAL, 2010). A mesma ja tinha sido detectada por CLAE em amostras de mel da
mesma espécie (DA SILVA et al., 2013). As informacGes da literatura corroboraram para que
afirmar que a composigdo quimica entre as espécies € bem similar e que possui relagdo direta
com as espécies de plantas visitadas, ja que ambas as abelhas visitam fontes as mesmas fontes
polinicas.

Outros estudos com produtos oriundos de abelhas sem ferrdo ja haviam comprovado
derivados dos flavonoides encontrados. O estudo com extratos etandlicos de material oriundo
do ninho de Trigona spinipes coletados no municipio de Fortaleza-CE revelaram através da
técnica de RMN, a presenca da substancia 7-metil-éter-aromadendrina, um flavonol (FREITAS
et al., 2008).

A investigacdo quimica do geopropolis de M. subnitida revelou pelas técnicas de LC-
ESI-MS e RMN H! e C® a presenca das substancias 7-O-metil-naringenina, 7-O-metil-
aromadendrina, 7,4-di-O-metil-aromadendrina e 5-O-metil aromadendrina, todas apresentaram
atividade antioxidante significativa (DE SOUZA et al., 2013).

O estudo ainda revela que a espécie urucu boca de renda (M. seminigra) carrega grandes
quantidades de pdlen de familias muitos estudadas pela literatura, cerca de 25,64% da familia
Myrtaceae (Myrcia spp.) e 16,81% da Fabaceae (Mimosa pudica) (VILLARREAL, 2010), ou
seja, espécies de plantas ricas em substancias flavonoidicas (ricas em propriedades
antioxidantes) como os derivados da naringenina e aromadendrina, servem de fonte para
captacdo de alimentos e material para a composicdo da geopropolis de ambas as espécies de

abelha.
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5.4.4. Caracterizagcdo SUBST - 4 bucketings 50 e 52 deslocamentos (7,28-7,19 ppm) e
(7,10-7,01 ppm).

A quarta substancia sugerida foi a guttiferona C (m/z: 669,4333) (Figura 26). Esta
apresentou valores de bucketings de 50 e 52 no grafico de PCA (loadings) com seus respectivos
deslocamentos (7,28-7,19 ppm) e (7,10-7,01 ppm) no espectro de RMN de H! (Espectro 51)
os quais foram responsaveis pela separacao do grupo Il (Iranduba) das demais localidades.

Figura 26 — Estrutura numerada da guttiferone C.
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Espectro 51 - Espectro da regido do Iranduba com os bucketings 50 (7,28-7,19 ppm) e 52 (7,10-7,01 ppm).

No bucketing 52 o valor definido de deslocamento quimico foi o do hidrogénio em &
7,09 (dd, 8,10 e 1,80 Hz, H-16), o qual acoplou por COSY com os H* em § 6,64 (d, 8,10, H-
15) e com o H! § 7,27 (d, 1,80 Hz, H-12). O H' § 6,64 (H-15) correlacionou com & 7,09 (H-16)
e 067,27 (H-12) com 0 & 7,09 (H-16) (Espectro 52 e 52.1, Tabela 15).

F1 [ppm]

-

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7
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Espectro 52 - Espectro de COSY, regido da correlagdo dos H* § 7,09 (H-16) com § 6,64 (H-15) e § 7,27 (H-12)
da substancia Guttiferone C com sinal presente no bucketing 52 em CDsOD (500 MHz).
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Espectro 52.1 - Ampliacéo da correlagdo por COSY dos H! § 7,09 (H-16) com & 6,64 (H-15) e & 7,27 (H-12) da
substancia Guttiferone C com sinal presente no bucketing 52 em CD3;0D (500 MHz).

O espectro de HSQC mostrou as correlacdes diretas (J1) dos hidrogénios com 0s seus
respectivos carbonos & 127,20 (C-16), 6 118,10 (C-12) e 5 116,98 (C-15) (Espectro 53, Tabela
16).

H-12 H-16 H-15 =
5=727 §=7,09 5=6,64

e C— o Sl

5=118,1 Qﬂ@ oy
H-16 0 Gr=— o L=
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7.2 7.0 58 685 F2 [ppm]
Espectro 53 - Correlacdo (HSQC) 6 7,09 (H-16), 6 6,64 (H-15), 6 7,27 (H-12) com os 6 127,20 (C-16), 6 118,10
(H-15), 6 117,02 (C-12) da substancia Guttiferone C do bucketing 50 e 52 em CDsOD (500 MHz).

Por HMBC o hidrogénio 6 7,09 (H-16) apresentou correlacbes com os carbonos &
153,54 (C-14), 6 118,10 (C-12) e 6 133,72 (C-11), o hidrogénio & 6,64 (H-15) correlacionou
com os carbonos & 153,54 (C-14), § 118,10 (C-12) e o H! em & 7,27 (H-12) revelou
encadeamento com os C** § 127,20 (C-16), 147,98 (C-13), § 153,54 (C-14) (Espectro 54,
Tabela 17).
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Espectro 54 - Ampliacéo da correlagdo (HMBC) & 7,09 (H-16), 5 6,64 (H-15), 6 7,27 (H-12) com os 6 (C-11,
C-12, 13, 14 e 16) da substancia Guttiferone C do bucketing 50 e 52 em CD30D (500 MHz).

A parte aromatica da substancia foi identificada pelos experimentos de RMN 1D e 2D.
Porém buscou-se investigar a massa através dos perfis de fragmentacdo pelas de baixa e alta
resolucdo (ESI-EM e LC-MS) para definir a substancia guttiferona C como sendo a que
possuia 0 anel aromatico tri substituido. Assim, os resultados geraram os seguintes perfis de
fragmentacéo:
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Figura 27 - Perfil de fragmentagdo ms?, [M-H] dos ions: (A) ESI-EM m/z: 669 (30 eV); (B) LC-ESI-MS m/z:
669,4333;
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A substancia sugerida apesentou o mesmo perfil de fragmentagdo da benzofenona
prenilada guttiferona C, além da massa de alta resolucéo de m/z: 669,4333 e formula molecular
de C43Hs806 com Erro[ppm]: 3,0 e mSigma: 1,4. O IDH calculado apresentou resultado de 15
corroborando com a estrutura sugerida, ja que indicou 12 ligac6es duplas e 3 anéis.

O primeiro fragmento tanto no ESI-EM quanto por LC-MS foi o m/z: 560,4073
configurando a perda inicial de m/z: 109.0319, equivalente ao anel aromatico tri substituido
definido pelos deslocamentos dos H* & 7,09 (H-16), § 6,64 (H-15) e & 7,27 (H-12) encontrados
por RMN de H! e de C*® além do HSQC e HMBC.

Os dados de massas (explorados no item 5.3.2, pag. 129) foram comparados junto a
literatura de Lopes, 2014 e De Souza et al., 2018 e as Database: HMDB, Pubchem e
ChemSpider para auxiliar na proposta de identificacdo. J& os de RMN foram comparados aos
da guttiferona C ja relatada anteriormente por Gustafson et al., 1992. Por meio das informacGes
obtidas, foi possivel ndo s6 confirmar a presenca dos deslocamentos dos carbonos e hidrogénios
do anel aromatico, mas também encontrar outros presentes na substancia.

Os deslocamentos de alguns dos principais carbonos prenilados (C-18, C-25, C-32 e C-
40) foram encontrados nas correlagdes de HSQC com seus respectivos hidrogénios (Espectro
55, Tabela 16). Porém, o carbono C-37 correspondente a dupla ligacdo de uma das partes

preniladas ndo pode ser determinado.
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Espectro 55 - Ampliacdo da correlacdo (HSQC) 6 4,62 (H-32), 6 5,19 (H-25), 6 5,25 (H-18) e & 5,08 (H-40) com
0s 8 (C-32, 25, 18 e 40) da substancia Guttiferone C em CD3;0D (500 MHz).
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Os experimentos de C® e Dept135 ainda possibilitaram a verificacdo da presenca dos

carbonos metinico (CH), metilénicos (CH2) e metilicos (CHz), além dos quaternarios

carbonilicos (C=0) e dos hidroxilados presentes na estrutura da Guttiferona C (Espectro 56 e

57, Tabela 18).
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Espectro 56 — Espectro de C*2 referente aos deslocamentos dos carbonos da substancia guttiferona C do bucketing

50 e 52 em CD30D (125 MHz).
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Espectro 57 — Espectro de Dept135 referente aos deslocamentos dos carbonos da substéncia guttiferona C do
bucketing 50 e 52 em CDsOD (500 MHz).

Tabela 14 — Deslocamentos quimicos obtidos por RMN de H? para a Guttiferona C.

Atribuicdes H! — H!
(Principais sinais obtidos)”

Guttiferona C

Gustafson et al. (1992)™

NO
H-12
H-15
H-16
H-18
H-25
H-32
H-40

)
7,27
6,64
7,09
5,25
519
4,62
5,08

M
d
d
dd
t
m
m
m

J(H2)
1,80
8,10

8,10e 1,80
5,58

)
7,18
6,69
6,98
5,02
4,89
4,50
5,08

M

J(H2)

*RMN de H: guttiferona C em equipamento de 500 MHz com CD3;0D.
** RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 125 MHz com CD3OD com 0,1% de TFA.
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Tabela 15 — Principais correlagdes H!-H!* obtidos por COSY para a Guittiferona C.
Atribuicoes H! — H? (Principais sinais obtidos)”

N° o
H-16 — H-15 7,09 - 6,64
H-16 — H-12 7,09-7,27
H-15 - H-16 6,64 — 7,09
H-12 - H-16 7,27 —-7,09

*RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 500 MHz com CD3;0D.

Tabela 16 - Principais correlagfes de H!-C*3 obtidas por HSQC para a Guttiferona C.

Atribuicdes (Principais sinais Guttiferona C
H! - C13 obtidos)” Gustafson et al. (1992)™
N° ) )
C-15-H-15 116,9 — 86,64 115,0 - 6,69
C-16 — H-16 127,20 - 7,09 125,1-6,98
C-12 - H-12 118,10 — 7,27 117,3-7,18
C-18 — H-18 121,05 -5,25 121,26 — 5,02
C-25 - H-25 125,6 — 5,19 125,6 — 4,89
C-32 - H-32 112,21 - 4,62 113,4-4,50
C-40 — H-40 125,05 — 5,08 125,1 5,08

*RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 500 MHz com CD3;OD.
** RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 125 MHz com CD3OD com 0,1% de TFA.

Tabela 17 - CorrelagGes de H!-C*3 obtidas por HMBC para a Guttiferona C. “continua”

Atribuictes Principais sinais Guttiferona C
H!-C13-C13 Obtidos” Gustafson et al. (1992)™
H-12 - C-16 7,27 - 127,60 7,18 -125,1
H-12 - C-13 7,27 — 147,98 -

H-12 — C-14 7,27 — 153,54 7,18 -152,4
H-15-C-14 6,64 — 153,54 6,69 — 152,4
H-15 - C-12 6,64 — 118,10 -
H-15-C-11 - 6,69 — 117,3
H-15 - C-13 - 6,69 — 146,3
H-16 — C14 7,09 — 153,54 6,98 — 152,4
H-16 — C12 7,09 - 118,10 6,98 - 117,3
H-16 — C-10 - 6,98 - 195,6

*RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 500 MHz com CD3;0D.
** RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 125 MHz com CD3OD com 0,1% de TFA.
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Tabela 18 — Deslocamentos quimicos de C*3, H! e correlacio HMBC da substancia Guttiferona C.

Guttiferone C
(Principais deslocamento obtidos)”

NO
C-1
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9

C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
C-27
C-28
C-29
C-30
C-31
C-32
C-33
C-34
C-35
C-36
C-37
C-38
C-39
C-40
C-41
C-42
C-43

S C13
196,09
117,07

194,3

53,01
42,82
60,0
209,38

133,72
118,1
147,96
153,54
116,98
127,2
26,1
121,18
135,82
26,04
18,34
19,44
35,95
29,95
125,6
133,62
26,01
18,2
37,73

148,33
112,21
17,65
32,7
37,07

112,8
22,6
23,98
125,13
132,24

17,33

d H! (m, J)

7,27 (d, 1,80)

6,64 (d, 8,10)
7,09 (dd, 8,10 e 1,80)

5,25 (t, 5,58)

Guttiferona C
Gustafson et al. (1992)™
5 CL3 5 H(m, J)
196,0 -
1179 -
195,9 -
70,5 -
53,0 -
41,2 1,80
43,6 1,90
60,02 -
210,21 -
195,6 -
129,4 -
117,3 7,18
146,2 -
152,4 -
115,0 6,69
125,1 6,98
26,6 2,62
121,26 5,02
135,8 -
26,44 1,71
18,4 1,56
194 1,16
36,42 1,22
29,98 2,02
125,6 4,89
133,6 -
26,0 1,65
18,2 1,48
37,7 1,90
447 2,55
148,9 -
113,4 4,50
17,8 1,60
32,8 1,40
36,8 181
146,9 -
110,4 4,62
22,8 1,67
24,01 1,84
125,1 5,08
132,8 -
25,9 1,64
17,7 1,57

*RMN de H: guttiferona C em equipamento de 500 MHz com CD3;0D.

** RMN de H*: guttiferona C em equipamento de 125 MHz com CD3OD com 0,1% de TFA.
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5.5. Andlise Quimiométrica a partir dos dados de Espectrometria de Massas

O cuidado inicial com os ajustes dos paramentos de andlise para a obtencdo e
processamento dos dados por EM dos extratos de ambas as espécies de abelhas, possibilitou a
aquisicdo de uma matriz completa com os dados de intensidade dos ions no modo negativo das
amostras, sendo melhor investigada pela quimiometria. As matrizes padronizadas foram pre-
processadas pelo método (SNV — Transformacdo Normal de Padrdo de Variagcdo) junto ao
software Chemoface® e obtidos os graficos de PCAs (scores, loadings) tridimensionais e HCA,

conforme evidenciado na sequéncia:

BR
IR
#*  TA
v  PU

Scores

Grupo Il
(Brasileirinho e Taruma)

PC3 (11.62%)

-15

-20

307 3 °
PC1 (38.23%) PC2 (12.48%)

Figura 28 — Gréfico de scores tridimensional (PC1 x PC2 x PC3) das abundancias relativas (%) referente aos ions
de maior intensidade revelados [M-H]-, das amostras da espécie M. seminigra dos cinco pontos de coleta.

O gréafico de PCA (scores) das amostras de M. seminigra mostrou a formacdo de trés
grupos e uma somatoria de variancia explicada de 62,32%, assim mais da metade do modelo
pode ser explicado utilizando apenas trés componentes. A analise da figura 28 também mostrou
diferentes agrupamentos em relacao aos pontos de coleta. O grupo | mais isolado representa as
amostras (19-24) do ponto de coleta do Iranduba, sugerindo que a geopropolis desta localidade
apresenta uma formacéo quimica singular em relacdo as outras areas de coleta.

Ja as amostras (7-18) do grupo 1l, onde estdo inseridas as regides do Brasileirinho (7-
12) e Taruma (13-18), indicaram ser um grupo com uma maior separacdo entre os individuos,
0 que provavelmente indica ser relativo a presenca e intensidade de um conjunto de ions

especificos que provocou a separagdo das mesmas.

114



Em relagéo ao grupo 111 formado por amostras do Inpa (1-6) e do Puraquequara (25-30),
o gréfico revelou uma distribuicdo mais proxima entre as amostras, podendo ser indicativo de
uma composi¢do quimica mais semelhante para a geopropolis destas regides.

Os ions responsaveis pela maneira como as amostras se distribuiram em grupos foram
representados no grafico de PCA (loadings) através de uma variancia explicada de 63,43%,

conforme ilustrado na figura (29):

Loadings
0.7 ~ Grupo 11
0E - (Brasileirinho e Tarumag)
A
0.5 |
0.4 |
& 0.3
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0— E70 533 ﬁ%& aped
0.1 - Fea #g  Jes 23T
02 Grypo I
7 pae Puraqgu a.)\_ﬁg\ 975
_B? =1
' 0.1 0 02
: 0z o3 04 02
: 04 108 0.8
PC1 (38.78%) PC2 (12.71%)

Figura 29 - Grafico de loadings (PC1 x PC2 x PC3) das abundancias relativas (%) dos ions de maior intensidade
revelados [M-H] das amostras da espécie M. seminigra dos pontos de coleta, pré-processamento SNV.

Os ions pertencentes ao grupo | (Iranduba) mais isolado revelaram valores de m/z: 533,
669 e 670 caracteristicos de substancias ja identificadas na literatura como benzofenonas
preniladas (DE SOUZA et al., 2018;) sendo quase que exclusivas das amostras desta localidade.

A presenca destes ions pode estar associada a visitas mais frequentes a flores e plantas
das familias Hypericaceae (Clusiaceae), visto que esses ions podem ser considerados
quimiomarcadores do género Vismia por sua constante presenca nos extratos, como relata SeO
e colaboradores (2000) em seu estudo com extrato de raizes de Vismia guianenses (planta
constantemente visitada pela M. seminigra) do qual foram isoladas e identificadas por RMN e
HR-EIMS cinco tipos de benzofenonas. Além do género Clusia com periodo de floracéo
estendido ao longo de todo o ano auxilia na servindo de fonte polinica para abelhas da espécie

M. seminigra e possui vasta presencas da guttiferonas A, B e C entre outras (ABSY; KERR,
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1977, 1980; BAGGETT; MAZZOLA; KENNELLY, 2005; SEO et al., 2000; OLIVEIRA;
ABSY; MIRANDA, 2009; DA SILVA, 2010).

O grupo 111 (Inpa e Puraquequara) apresentou a separacéo pelos ions 191, 195, 215, 217,
255, 287, 311, 325, 339, 377, 433, 449, 469, 485, sugestivos de substancias relatadas como
possiveis acidos fenodlicos e derivados além de flavonoides glicosilados (DA SILVA et al.,
2013; BANKOVA et al., 2016;).

A literatura indica que algumas familias como Fabaceae, Myrtaceae, Melastomataceae
e Sapindaceae possuem uma constituicdo quimica rica na classe dos flavonoides e também de
acidos fenolicos. Estudos recentes indicam que as plantas destas familias foram as mais
visitadas num periodo de 8 meses pela espécie M. seminigra (OLIVEIRA; ABSY; MIRANDA,
2009 FERREIRA; ABSY, 2017;). A possivel constancia na visita dessas plantas pode ter
favorecido a presenca de mais ions precursores das substancias fenolicas.

Ja o grupo Il (Brasileirinho e Tarumd) apresentou os ions m/z: 169, 183, 187 que
segundo seus perfis de fragmentacGes (item 5.3.2) sugeriram ser de &cidos fendlicos e o m/z:
501 de benzofenona, além dos ions m/z: 475, 476. A presenca do ion m/z: 501 no grupo II,
sugere que nestas localidades, mais precisamente no Brasileirinho possam existir plantas da
familia Hypericaceae (Clusiaceae) porém como apenas um ion caracteristico de benzofenona
foi detectado, pode ser plausivel inferir que a visita a plantas dessa familia seja menor, se
comparada a outras como Fabaceae e Myrtaceae ricas em constituintes fendlicos.

A anélise dos fingerprints das amostras do Brasileirinho (8 e 9) e do Taruma (14 e 15)
(Figura 30), mostrou que o grupo Il possui uma uniformidade quanto a presenca dos ions m/z:
183, 187, 475 e 501 responsaveis pela sua forma de separacdo. Além disso, mostra através da
presenca do ion m/z: 501 nas amostras (8 e 9) que a regido do Brasileirinho também possui

plantas que tem a benzofenona como constituinte quimico.
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Figura 30 — Espectros de massas das amostras de M. seminigra revelando a presenca e auséncia dos fons 187, 475
e 501 do Grupo Il indicado no PCAs (loadings).
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As figuras 28 e 29 referentes aos PCAs (scores e loadings) da espécie M. seminigra
mostraram uma composicao quimica diferenciada da geopropolis para cada grupo formado. A
evidencia pode ser explicada pela caracteristica mais generalista desta abelha ao compor o
produto. As abelhas do grupo I (mais distinto) provavelmente visitaram com mais frequéncia
plantas ricas em substancias quimicas como as benzofenonas, enquanto que a composicao do
material do grupo Il apresentou maior distingdo quimica (visitando espécies variadas), j& o
grupo 11 apresentou apenas substancias com mais caracteristicas fendlicas. A organizacao das

amostras nesses grupos foi confirmada nos HCAs na figura (31) abaixo:
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Figura 31 — Dendograma (HCA) distancia euclidiana. (A) Formac&o de trés grupos; (B) Formacao de dois grupos;
IR: Iranduba; BR: Brasileirinho; TA: Tarum@; IN: Inpa; PU: Puraquequara

A analise do dendograma (A) mostrou o grau de similaridade (linha vermelha) em torno
de 22 elencando trés grupos de geoprépolis. O grupo | (Iranduba) apresentou uma maior

distingdo quimica cerca de 28 (linha azul) em relagdo aos grupos Il e 11, tal caracteristica é
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comprovada no grafico de loadings com a presenca de substancias da classe das benzofenonas.
Observando apenas os individuos presentes no grupo I, foi possivel perceber que houve uma
menor variabilidade quimica em torno de 7 (linha cinza) que os grupos Il e Ill, visto que a
provavel constancia na visita de um mesmo recurso polinico gerou maior presenca de ions de
benzofenonas.

No agrupamento (B) foi possivel notar que os grupos (I e I1l) possuem constituicdo
quimica mais proxima entre si (linha vermelha), muito por visitarem familias de plantas ricas
em substancias fendlicas. Porém a andlise apenas das amostras do grupo Il revelou que sua a
variabilidade quimica foi maior (linha azul) entre os seus individuos quando comparada a todas
as outras amostras do grupo |, onde quase que exclusivamente as benzofenonas se fizeram
presentes.

Ja o grupo 111 apresentou uma menor variabilidade quimica (linha cinza) entre todas 0s
individuos quando comparados aos representantes do grupo Il e. A explicacdo pode estar na
proximidade das amostras do Inpa e as do Puraquequara quanto a presenca de mais ions
caracteristicos de substancias fenolicas oriundos provavelmente da visita de plantas de varias
das familias Caesalpiniaceae, Myrtaceae, Fabaceae entre outras.

As amostras da espécie M. interrupta também passaram pelo mesmo processamento e

foi possivel obter o gréfico de PCA (scores) conforme figura (32):
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Figura 32 - Gréafico de scores (PC1 x PC2 x PC3) das abundancias relativas (%) dos ions de maior intensidade
revelados [M-H] das amostras da espécie M. interrupta dos cinco pontos de coleta, pré-processamento SNV.
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A anélise do gréafico de PCA (scores) das amostras de M. interrupta mostrou a separagao
dos individuos em trés grupos e o modelo apresentou uma varidncia explicada de 79,16%
utilizando as componentes PC1 x PC2 x PC3.

O grupo | apresentou uma amostra do Brasileirinho (42), todas do Taruma (43-45) e trés
do Puraquequara (49-51), ou seja, menos populoso, porém com a presenca expressiva de
amostras de uma mesma regido, a do Tarum&. Ja o grupo Il isolou membros dos pontos de
coleta Brasileirinho (40-41), duas do Iranduba (46-48) e duas do Puraguequara (52-53),
apresentado composi¢do mais distribuida (equilibrado), porém sem apresentar exemplares da
localidade do Inpa.

O grupo 11 isolou todos os membros da regido do Inpa (31-36) antes nédo identificada
nos grupos | e Il, trés amostras do Brasileirinho (37-39), uma do Iranduba (47) e uma do
Puraquequara (54), este mostrou ser um agrupamento mais diferenciado e populoso em relacao
aos outros formados. A tentativa de diferenciacdo quimica entre as amostras pode ser explicada

pela presenca dos ions no grafico de PCA (loadings) (Figura 33).
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Figura 33 - Gréfico de loadings tridimensional (PC1 x PC2 x PC3) das abundancias relativas (%) dos ions de
maior intensidade revelados [M-H]" das amostras da espécie M. interrupta dos cinco pontos de coleta.

O grafico de loadings revelou que 79,15% do modelo pbéde ser explicado pelas trés
componentes. No grupo | (menos populoso) apresentou os ions m/z: 157, 191, 195, que segundo
suas fragmentacOes (item 5.3.2.) sugeriram ser de acidos fenolicos, além da presenca dos ions
215,217 e 377, que ja haviam sido relatados em estudo com prépolis de trés espécies de abelhas

sem ferrdo do género Scaptotrigona porém sem identificacdo de estrutura quimica (SAWAYA,
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2009). A auséncia de amostras da regido do Iranduba e Brasileirinho refletiu diretamente na
auséncia de ions previamente definidos como sendo de benzofenonas oriundas da visita de
plantas das familias Hypericaceae e Clusiaceae.

Ja o grupo 1l (equilibrado) apresentou os ions m/z: 187, 311, 325, 339, 601, 670, que
foram propostos como sendo &cidos fendlicos e derivados e benzofenonas preniladas. A
variabilidade do grupo Il indicou que as abelhas da espécie M. interrupta visitaram plantas de
origem variada como comprovado em estudos realizados com pélens de ninhos desta espécie,
que revelaram a visita de flores das familias Melastomataceae (74%), Fabaceae (13,42%),
Euphorbiaceae (3,72%) e Solanaceae (0,94%) ricas em varios constituintes fendlicos como
acidos fenolicos e principalmente flavonoides, além da Hypericaceae (6,3%) (Vismia type) ricas
em benzofenonas (BAGGETT; MAZZOLA; KENNELLY, 2005; FERREIRA; ABSY, 2013,
2017).

Para o grupo Il (mais populoso) com amostras das regides Inpa (31-36), Brasileirinho
(37-39), Iranduba (47) e Puraquequara (54), o gréfico de loadings revelou os ions m/z: 433, 449
e 501, que foram comparados junto a relatos da literatura e classificados como sendo
flavonoides glicosilados e benzofenonas (DA SILVA et al., 2013; LOPES, 2014).

Os grupos I, Il e 111 apresentaram misturas entre as amostras dos cinco pontos de coleta
0 que ja era esperado, visto que a espécie M. interrupta possui uma caracteristica mais restritiva.
Analisando os loadings foi possivel identificar que os grupos Il e Il possuem em comum a
presenca de ions caracteristicos de benzofenonas, o que sugeriu que a presenca de amostras de
uma regido (Iranduba) poderia estar interferindo a proximidade. O dado pode ser observado no

agrupamento no grafico de HCA abaixo:
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Figura 34 - Dendograma (HCA) distancia euclidiana, amostras da espécie de M. interrupta com representacdo
dos trés grupos formados.
IR: Iranduba; BR: Brasileirinho; TA: Tarum@; IN: Inpa; PU: Puraquequara
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Figura 34.1 - Dendograma (HCA), distancia euclidiana, das amostras da espécie de M. interrupta com
representacdo dois grupos formados.
IR: Iranduba; BR: Brasileirinho; TA: Tarumd; IN: Inpa; PU: Puraquequara

A representacdo do dendograma (HCA) gerou trés agrupamentos com indice de
similaridade quimica préximo de 19 (linha vermelha) na figura (34). O grupo | demonstrou ser
0 mais distinto de todos podendo ser explicado por dois fatores, o comparecimento exclusivo
de amostras do Tarumd o que fez com que reduzisse a presenca de substancias distintas e
aumentasse a permeancia de substancias mais comuns como os acidos fenolicos.

Jé& a subdivisao para os grupos Il e 11l (Figura 34.1) revelou um indice de similaridade
qguimica maior entre os grupos, provavelmente pela presenca das amostras do Iranduba e
Brasileirinho (37, 38 e 41), pois estas apresentaram relagédo direta com o aparecimento dos ions
de benzofenonas preniladas previamente observados no gréfico de PCA (loadings) e como
evidenciado nos espectros de massas da area do Brasileirinho.
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Figura 35 — Espectros das amostras do Brasileirinho confirmando a presenca de benzofenonas.

Os individuos do grupo Il apresentaram indice de similaridade quimica de 9 (linha
cinza), sendo o0 mais baixo de todos os grupos ja que possui uma distribuicao equilibrada de
individuos de regides diferentes que contribuem quimicamente com uma maior presenca de
acidos fendlicos e derivados e benzofenonas. Ja o grupo Il apresentou entre seus exemplares
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nivel de similaridade quimica de 13,5 o que corroborou com os dados apresentados no gréafico

da distribuicdo quimica dos ions no PCA caracteristicos de substancias flavonoidicas (maior)

devido a presenca da regido do Inpa, como ja comprovado pela analise por RMN.

A andlise quimiométrica mostrou que as regides onde as abelhas M. seminigra e M.
interrupta estdo inseridas influenciam diretamente na composicao quimica da geopropolis. Para

ambas as espécies a regido do Inpa mostrou ser rica em flavonoides glicosilados e acidos

fenolicos, o Iranduba e algumas representantes do Brasileirinho em benzofenonas preniladas

e Taruma e Puraguequara com uma composi¢cdo menos intensa de derivados de acidos

fendlicos.

Tabela 19 — Principais ions identificados nos grupos formados pela analise quimiométrica da M. seminigra.

: POSSIVEL
GRUPOS [II\(A)':I_'S] AMOSTRAS REGIAO ORIGEM QCULI'I:\/ISISCEA
BOTANICA
Grupol 669, 533 19-24 Iranduba Hé’ﬁfsrl'gjgae:e Benzofenona”
Grupo I 169, 183, 7-12 Bra3|le|r|[1ho I\I;I?/?ta;f:;e ffr\gﬁgcs)s
187, 501 13-18 Taruma . *
Hypericaceae Benzofenona
191, 195, Fabaceae Acidos
Grupo Il 255, 311, 1-6 Inpa Caesalpiniaceae fenolicos
325, 339, 25-30 Puraquequara Myrtaceae Flavonoides™
433, 449 Sapindaceae

* Classe quimica exclusiva da regido do Brasileirinho e Iranduba.

** Classe quimica exclusiva da regido do Inpa.

Tabela 20 — Principais ions identificados nos grupos formados pela analise quimiométrica da M. interrupta.

c POSSIVEL
GRUPOS [II\C/)IN:] AMOSTRAS REGIAO ORIGEM QCULI"IA\\/ISISC%A
BOTANICA
Brasileirinho Fabaceae &
Grupo | 191, 195 e LS Taruma Myrtaceae AC,'O.IOS
49-51 . fenolicos
Puraquequara Hypericaceae
187,311,  40-41 Brasileirinho Me'gggg;aeceae Acidos
Grupo Il 325,339, 46 e 48 Iranduba . fendlicos
Euphorbiaceae «
601 52-53 Puraquequara H . Benzofenona
ypericaceae
Inpa
L Sl Brasileirinho FEIDEIRCEE Flavonoides™
Grupo 111 449, 37-39 Euphorbiaceae *
Iranduba . Benzofenona
501 47 e 54 Hypericaceae
Puraquequara

" Classe quimica exclusiva da regido do Brasileirinho e Iranduba.
" Classe quimica exclusiva da regido do Inpa.

Quimicamente quanto aos ions das substancias ndo houve distin¢éo entre a geopropolis

da espécie mais generalista (M. seminigra) e a mais restritiva (M. interrupta), apenas houve

distincdo entre a composicdo quimica do produto nas regides de coleta.
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5.5.1 Identificacdo das principais substancias quimicas a partir da analise Quimiométrica

As analises quimiométricas (PCA — loadings) dos dados de EM das espécies de abelhas
M. seminigra e M. interrupta mostraram que a tipificacéo por regido ocorreu devido a presenca
de diferentes ions. Os primeiros ions m/z: 169, 187, 191, 195, 215, 217, 311, 325, 339
identificados juntos aos gréficos bidimensionais de PCAs loadings foram explorados por
EM/EM. Para a certificacdo da massa de algumas substéncias, foi necessaria a consulta da
massa de alta resolucdo por LC-ESI-MS/MS e os perfis de fragmentacdo comparados a
literatura.

Os primeiros ions m/z: 169, 187, 191 e 195 classificados como &cidos fendlicos estavam
presentes nas amostras de ambas as espécies e os perfis de fragmentacdo obtidos por ESI-

MS/MS sédo revelados na sequéncia:
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Figura 36 — Perfil de fragmentacdo ms? modo negativo dos fons quasi moleculares (1) m/z: 169 do acido galico e
(2) m/z: 187 do acido 3-hidroxidecandico utilizando 27 eV e 25 eV de energia de coliséo.

123



FRGNOVAS $137-145 RT- 215225 AVIT NL1GS -H- - -
F. MM -cES =‘J.I ms2 19‘1 ':I‘:-:lg‘:;-:;;':l':l [30.00-123.00] [M H Co 2HZO]
1

o1 127
-9 173Da
an !
(3) : 1—=-> 64Da
30 I ! ©
I ! -H
70 | :
B HOu 1 OH
g 18Da *---- 1
= |
s HO No
£ . 1 "OH
= 1
; M-H-H,O]
e HO 127 Da [ 0]
20 [M-H-COz-Hzo]' 173
a3
1Q
0 T Lk  a o  a  e a a L  aa
50 0 70 a0 a0 100 110 120 130 140 120 160 170 130 120
mz
frag_neg_acet 01_15 18 #94-205 RT:217-2,61 AV:34 NL:118E1
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 195,00@cid25,00 [50,00-1 w51 [M-H-CO3]
100 151 Da «- - - -,
] 1
90 (4) 1 _I—H®
ol 18Da < OH OH 0
] 1 B | )
HOM [M-+-66]
E H = | OH 129
60 1 _1£7 Da : Tk - 44 Da
] L
50] OH OH
40%
30% 119
] 127 [M-H-H.0]
207 113 [M-H-2H.0]
. 177 -H1
10] . 159 [M-H]
] 81 8‘5 87 9{ 99 lTs 124 1f1 ‘ 149 155,11?7 177| 181 195
OFprrqeemppengroperepesro ool bbb ettt b ooy
50 60 70 80 % 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

m/z

Figura 37 - Perfil de fragmentacdo ms? [M-H] dos ions quasi moleculares (3) m/z: 191 do &cido quinico e (4)
m/z: 195 do &cido glucdnico, todos com aplicacdo de energia de colisdo de 25 eV.

A andlise dos perfis de fragmentacdo dos ions precursores m/z: 169, 187, 191 e 195
permitiu caracterizar junto a estudos anteriores, que 0os mesmos faziam referéncia aos acidos
galico, 3-hidroxidecandico, quinico e ao &cido glucdnico sem a presenca de um atomo de
hidrogénio. A energia de 27 eV aplicada ao ion m/z: 169 da substéncia (1), foi suficiente para
que a sua fragmentacdo motivasse o surgimento do ion m/z: 125 [M-44-H] que referente a uma
perda da molécula de dioxido de carbono (-CO3). O perfil de fragmentacdo corroborou com o
revelado na figura do dado com o encontrado em estudos anteriores realizados com extratos
etanolicos de geoprdpolis das espécies M. mondury e M. fasciculata Smith.

Ja a substancia (2) apresentou o ion precursor m/z: 187 que foi caracterizado como
proposta do acido 3-hidroxidecandico. O seu perfil de fragmentacgéo revelou o primeiro produto

m/z: 143 [M-44-H]" como sendo uma perda equivalente a CO», outra perda principal foi
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referente a saida da molécula de H>O gerando o ion m/z: 125 [M-44-18-H]" (WEAVER et al.,
1986; TORRES et al., 2008;).

A fragmentacéo do ion precursor m/z: 191 da substancia (3), gerou os ions m/z: 127 [M-
64-H] equivalente a perda de duas moléculas de H.O e uma CO, o ion: 173 [M-18-H] foi
gerado a partir da saida da molécula de 4gua. A outra perda que pode ocorrer na estrutura, é a
saida de trés moléculas de agua e uma de CO> gerando o ion: 93 [M-98-H]" caracterizando a
substancia como &cido quinico (DAMETTO, 2014;).

O ion precursor da substancia (4) m/z: 195 teve como fragmentagédo o surgimento dos
jons m/z: 129 [M-66-H]’, além dos ions m/z: 151 [M-CO2-H]" e m/z: 177 [M-H2O-H],
caracterizando assim como sendo o acido gluconico (ABREU, 2016). Os ions m/z: 169 e 195

foram identificados junto a técnica de LC-ESI-MS por ms2.
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Figura 38 - Espectros dos ions quasi moleculares em [M-H] (1-a) m/z: 169 e (4-a) m/z: 195.

O ion m/z: 183 galato de metila foi também caracterizado por injecdo direta no
equipamento de massas de alta resolucéo, os ions fragmentos foram m/z: 168 [M-CHs-H]" perda
da metila (CHz3), além dos m/z: 124 [M-CH3-CO2-H]", m/z: 109 e m/z: 93 conforme figura (39):
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Figura 39 - Espectros dos ions quasi moleculares ms? [M-H]" para os fons m/z: 183.
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Os outros ions identificados pelos dados da quimiométrica foram m/z: 311, 325, 339 e

estes apresentaram perfis de fragmentacdo bem similares, variando apenas na m/z do ion

precursor como mostra a figura (40) na sequéncia:
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Figura 40 - Perfil de fragmentagdo ms? do [M-H]" dos fons quasi moleculares m/z: 311, m/z: 325 e m/z: 339 com

aplicacéo de energia de colisdo de 30, 28 e 30 eV respectivamente.
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As substéncias (6,7 e 8) apresentaram respectivamente como primeiro fragmento o ion
m/z: 183, caracteristico da substancia galato de metila desprotonada. Ainda observando os ions
m/z: 311, 325 e 339 precursores de cada uma das substancias, foi possivel perceber que estes
variam em 14 unidades de massa de diferenca, equivalente a perda de grupos metilénicos (CH>),
ou seja, 0 ion m/z: 311 [M-CsH703-H]", 325[M-C7He03-H], 339 [CgH1103]" provavelmente os
compostos formados possuem variagdo na cadeia carbonica pertencente na estrutura proposta.
(FINGER, 2009;).

A literatura indica a presenca das substancias, pois as mesmas ja haviam sido relatas em
estudos anteriores com extratos de propolis do estado da Bahia, utilizando as técnicas de ESI-
EM (SAWAYA et al., 2004). Os ions m/z: 311, 325 e 339 também foram identificados nas
amostras de geopropolis por LC-ESI-MS/MS, afim de obter a massa exata das mesmas e

confirmarem a presenca das referidas substancias conforme figura (41):
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Figura 41 — Espectros obtidos por injecdo direta no equipamento de massas de alta resolugéo utilizando em [M-
H] para obtencéo dos ions quase moleculares m/z: 311, 325 e 339.

Os ions de m/z: 215, 217 e 377 ndo puderam ser identificados junto a literatura, porém

foi possivel obter o perfil de fragmentacdo do ion 215 conforme figura (42):
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Figura 42 - Perfil de fragmentagdo ms? do ion quase molecular m/z: 215, energia de colisdo de 28 eV.
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Ao analisar o perfil de fragmentacdo do ion m/z: 215, foi proposta uma tentativa de
caracterizagdo baseado no espectro, onde a partir da energia aplicada no ion precursor foi
possivel obter o ion m/z: 171 [M-44-H]  com a possivel perda de uma molécula de CO,. O
segundo fragmento m/z: 157 [M-58-H] pode ter ocorrido a partir da saida de uma perda de CO>
e de um carbono metilénico CH2, uma vez que a diferenca se deu por 14 unidades de massa, ou
seja, provavelmente uma possivel estrutura aroméatica com uma cadeia alifatica (MOE et al.,
2005). A proposta de fragmentacdo anterior, sugeriu que o ion m/z: 217 fosse uma possivel
estrutura com uma insaturacdo a menos que o ion 215.

Os outros ions m/z: 433, 449, 469, 475, 485 presentes nos graficos de loadings geraram
perfis espectrais por ESI-EM que possibilitaram a identificacdo e caracterizacdo de alguns
desses ions (Figuras 43 e 44):
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Figura 43 - Perfil de fragmentagdo ms? [M-H]" do ion m/z: 433: (10) ESI-EM utilizando energia de colisao de 25
eV; (10-a) Fragmento do ion m/z: 433 por LC-ESI-MS.

Os ions precursores m/z: 433 naringenina-4’-O-B-glicopiranosideo e 449
aromadendrina-7-O-glicopiranosideo ao serem ionizados apresentaram a perda de [M-162-H]
caracteristico da perda de acucar (glicopiranosideo) gerando os ions m/z: 271 correspondentes
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a naringenina e o ion m/z: 287 referente a aromadendrina. Os fragmentos sequéncias apos a
perda do acUcar geraram o0s ions m/z: 151 [M-Gli-120-H]", m/z: 125 [M-Gli-146-H], 119 [M-
Gli-151-H]7, m/z: 177 [M-Gli-94-H] referente a quebra do anel C da estrutura do flavonoide.

Ja o ion precursor m/z: 449, aromadendrina-7-O-glicopiranosideo apds a saida do
glicopiranosideo m/z: 162 apresentou os fragmentos m/z: 259 [M-Gli-CO-H]', m/z: 151 [M-Gli-
CO-108-H], m/z: 135 [M-Gli-151]. O perfil foi evidenciado no ESI-EM e por anélise de LC-
MS/MS na figura (44):
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Figura 44 - Perfil de fragmentacdo ms?, [M-H] do fon m/z: 449: (11) ESI-EM utilizando energia de colisdo de 30
eV; (11-a) Fragmento do ion m/z: 433 por LC-ESI-MS.

As substancias naringenina e aromadendrina glicosilada foram relatadas em estudos
anteriores com extrato de geopropolis das espécies M. seminigra e M. interrupta da cidade de
Manaus-AM, o que corroborou para a confirmacdo das informagGes descritas anteriormente
(DA SILVA et al., 2013).

Em outro estudo, os derivados 7-O-metil-naringenina, 7-O-metil-aromadendrina, 7,4’-
di-O-metil-aromadendrina e 5-O-metil-aromadendrina das substancias naringenina e

aromadendrina, ja haviam sido relatadas em estudo anteriores com extrato etandlico de
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geopropolis M. subnitida do municipio de Vierdpolis-PA utilizando a técnica de LC-ESI-MS
para a massa e a identificagéo das estruturas por RMN (DE SOUZA et al., 2013).

A substancia (12) foi identificada como m/z: 255 sendo a pinocembrina por apresentar
os fragmentos m/z: 237 [M-H20-H]", m/z: 151 [M-C7H304], além do fragmento m/z: 211 e m/z:
187, sendo mais um flavonoide. O ion m/z: 255 j& havia sido identificado em amostras de
propolis vermelha por ESI-EM e UHPLC-ESI-MS (LOPEZ et al., 2014).

frag_2_08 02 18 #371-419 RT: 5,90-6,41 AV: 40 NL: 7,48 [M_H_]-
F: ITMS - ¢ ESI Full ms2 255,00@cid28,00 [70,00-Z
255

ol (12)

80

©
-H

704

[M-H-H20T

“]  18Dae! 2

50

40

30

[M-H-C,H.0]
[M-H-C7H304]' 187 227

104 211 223 236
201 ‘ ‘212 219 ‘ | ‘228 ‘
[ 1 L
o s

20

104

124
1 84 113 1‘17 | 120 13‘7,,l39 1?1 154 167 171 17‘9
ot e e e e e e o e
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
m/z

Figura 45 - Perfil de fragmentagdo ms? do fon m/z: 255, ESI-EM utilizando energia de colisdo de 28 eV.

Os outros ions m/z: 469, 475 e 485, revelaram perfis espectrais de substancias que ndo
puderam ser identificadas. Porém, houve uma tentativa de explicacdo para os ions oriundos dos

percursores conforme figura (46 e 47):
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Figura 46 - Perfil de fragmentagdo ms? do fon m/z: 469, ESI-EM utilizando energia de colisdo de 25 eV.
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Figura 47 - Perfil de fragmentacdo ms? [M-H]" dos fons m/z: 475 e 485 com energia de colisdo de 25 e 29 eV.

A proposta de uma parte da estrutura (13) referente ao ion precursor m/z: 469 foi baseada
pelo seu perfil de fragmentacdo, o qual apresentou os ions m/z: 423 [M-C,HsOH-H]" indicando
uma perda de 46 unidades que segundo a literatura, pode ser caracteristica acidos fenolicos,
m/z: 407 [M-CO2-H20-H]", m/z: 451 [M-H20-H], m/z: 439 [M-CO-H] e o ion m/z: 300 [M-
169-H]" este ultimo representou uma quebra na ligacao entre o possivel acido galico da parte
desconhecida da estrutura. O ion 469 ja foi relatado em frutos da planta (Tapirira guianenses),
conhecida como aroeira da familia Anacardiaceae e que faz parte da dieta polinica das abelhas
M. seminigra e M. interrupta.

Ha relatos na literatura com extrato etanolico 70% de propolis da espécie de abelha sem
ferrdo Tetragonisca angustula por ESI-MS/MS, referente a presenca do ion precursor m/z: 469,
e dos fragmentos m/z: 451, 439, 423, 407, 391, porém sem uma identificacdo estrutural. Assim

tal informacé&o corroborou com o observado no perfil espectral (13) (SAWAYA, 2006).
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J& a substancia (14) apresentou o ion precursor m/z: 475 com os fragmentos m/z: 390
[M-85-H], m/z: 407 [M-68-H], m/z: 347 [M-128-H] e também ndo pode ser identificada.
Porém, ja existem relatos na literatura acerca das fragmentacdes desta substancia, em estudo
realizado com extrato etandlico de propolis de M. mondury utilizando a ESI-MS e UHPLC-
ESI(-)-MS/MS foi possivel identificar a presenca do ion precursor m/z: 475, assim como as suas
fragmentacOes entretanto ndo houve identificacdo da possivel substancia quimica que a massa
faz referéncia (DOS SANTOS et al., 2017).

O ion precursor m/z: 485 e nem seus principais fragmentos m/z: 442, 467, 453 nao
apresentaram relatos na literatura, também ndo houve a possibilidade de identificagdo parcial
ou total da estrutura quimica, uma vez que, que eram ions desconhecidos.

Ja os ultimos grupos de ions m/z: 501, 534, 601, 669, 670 responsaveis pela tipificacdo
das amostras de abelhas de M. seminigra e M. interrupta em grupos especificos caracterizados
pelos seus respectivos perfis espectrais.
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Figura 48 - Perfil de fragmentagdo ms? [M-H]- dos ions: (15) ESI-EM m/z: 501 (26 eV); (15-a) LC-MS m/z: 501.
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Figura 49 - Perfil de fragmentagdo ms? [M-H]" dos ions: (17) ESI-EM m/z: 669 (30 eV); (17-a) LC-ESI-MS m/z:
669.

O ion percursor m/z: 501 da substancia (16) apresentou os fragmentos m/z: 432 [M-69-
H] referente a perda de um grupo isopreno (CsHo), m/z: 417 [M-69-15-H]" perda de um grupo
(CsHg) e uma metila (CHz), m/z: 363 [M-138-H] perda de dois grupos de isoprenos, m/z: 327
[M-69-105-H]" perda de um CsHg e do grupo C7HsO além do ion m/z: 309 [M-192-HJ,
caracterizando a presenca de uma benzofenona prenilada 7-epi-nenomorosone.

As fragmentacBes sequenciais apos a energia de colisdo (30eV) ser aplicada no ion
precursor m/z: 669 gerou os fragmentos, m/z: 560 [M-CeHsO2-H]" referente a perda de 109 Da,
m/z: 533 [M-CsHs0.-CO-H] equivalente a perda de 136 Da, m/z: 516 [M-CeHs0,-CO-CHa-
H] seguida perda de 15 Da e a Ultima perda significativa m/z: 477 associada a saida de 56 Da
(C4Hs), 0 que caracterizou a substancia (17) como sendo uma guttiferona C.

A substancia m/z: 601, definida como xantochymol foi caracterizada junto a técnica de
LC-ESI-MS/MS conforme figura (50) na sequéncia:
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Figura 50 - Espectro obtido por analise de LC-ESI-MS em [M-H] ms2 para o ion m/z; 601.

A fragmentacdo do ion precursor m/z: 601 gerou os fragmentos m/z: 465 (-136 Da)
referente a perda de (C7Hs03), m/z: 409 (-56 Da) com perda de CsHg, m/z: 109 (-492 Da), m/z:
177 (-232 Da), os fragmentos foram comparados junto a data base e literatura e 0s mesmos
indicaram que a substancia (18) era o Xantochymol.

Em estudo realizado com propolis de abelhas das espécies Friesomelitta longipes e Apis
meliffera utilizando a técnica de LC-ESI-MS/MS, onde os ions precursores referentes as
substancias 7-epi-nemorosone (m/z: 501), guttiferone C ou D (m/z: 669) e xantochymol (m/z:
601) e os respectivos fragmentos haviam sido identificados junto a composicdo quimica do
produto em questdo (DE SOUZA et al., 2018).

Outro estudo realizado com extrato etandlico 80% de propolis vermelha de Apis
meliffera utilizando a técnica LC-Orbitrap-FTMS também constatou a presenca de substancias
da classe das benzofenonas preniladas como as guttiferonas C, D, E e F e da xantochymol (DE
MENDONCA et al., 2015).

As benzofenonas ja haviam sido identificadas em prépolis da VVenezuela de flores Clusia
da familia Clusiaceae e em prépolis das espécies de abelhas Friesomelitta varia, Scaptotrigona
depilis, Melipona favosa, Melipona compressipes, e Paratrigona anduzei utilizando a técnica
de HPLC (TOMAS-BARBERAN et al., 1993).

A familia floristica Clusiaceae revelou presenca no levantamento floristico realizado
para as espécies M. seminigra e M. interrupta, ou seja, a presenca de benzofenonas preniladas
pode ser indicativo dessas plantas.

As substancias quimicas referentes aos ions precursores revelaram dados que
possibilitaram a construcao de uma tabela (15) com os ions identificados nas amostras de ambas

as abelhas e seus respectivos fragmentos (ms?, ms®e ms*) obtidos por ESI-MS/MS:
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Tabela 21 — Principais propostas de substancias para os ions precursores presentes nos grupos I, I1 e 111 do grafico
de PCA (loadings).

fon precursor

MS" fragmentos

Proposta de

N (M-H) MS-(m/z) substancia Classe
1 169 MS?[169]: 125 Acido gélico _Acido carboxilico
2 187 MS2[187]: 143, 125 _Addo3- g0 carboxilico
hidroxidecanoico
3 191 MS?[191]: 127, 173, 93 Acido quinico  Acido carboxilico
2 . B j
4 195 MS195]: 17%9 159,177, Acido glucénico  Acido carboxilico
2 : -
5 183 SRR E%S 124, 109, Metil galato Ester metilico
6 311 MS2[311]: 183 Derivado dometil -0 1 ctilico
galato
7 325 MS2[325]: 183 Derivado dometil -0 erilico
galato
8 339 MS2[339]: 183 De“"zdacl’a‘fg metil ¢ cier metilico
9 215 MS?[215]: 171, 157 Né&o identificado  Né&o identificado
MS?[433]: 271,151,177 Nringenina-4’-
10 433 MS3[271]: 151, 177, 125 O-p- Flavonoide
MS*[151]: 107 glicopiranosideo
MS?[449]: 287, 259, 151  Aromadendrina-
11 449 MS3[259]: 215, 125, 173 7-O- Flavonoide
MS*[215]: 173 glicopiranosideo
2 .
12 255 MS [255]'22f17’ 151, 187, Pinocembrina Flavonoide
MS?[469]: 407, 451,439,
13 469 300 N&o identificado  N&o identificado
MS3[407]: 351, 380, 359
MS?[475]: 390, 407, 347
14 475 MS2[390]: 347, 335 N&o identificado  N&o identificado
MS*[347]: 303, 279
15 485 MS?[485]: 442, 467, 453 Né&o identificado  N&o identificado
MS?[501]: 432, 417, 363, 7-epi-
16 501 309, 327 nenomorosone Benzofenona
2 o
17 669 HSHISeEl) 2?? 2 2 S, Guttiferona C Benzofenona
2 .
18* 601 MS-601): f$75 , 409, 109, Xantochymol Benzofenona

* Jons m/z: 183 e 601 foram identificados utilizando apenas a técnica de LC-ESI-MS.
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5.6. Proposta de identificacdo das substéncias quimicas por anélise LC-MS
A investigacdo quimica de alguns ions precursores encontrados na anélise por LC-ESI-MS
e por injecdo direta, auxiliaram na confirmacdo das massas exatas das substancias
caracterizadas por RMN e por ESI-EM.
Os perfis cromatogréficos da espécie M. seminigra revelaram serem distintos (Figura
51), distincdo esta observada pela analise quimiométrica dos dados ESI-MS e RMN. J& os perfis
da espécie M. interrupta exibiram informacbes quimicas semelhantes, comprovando a

caracteristica restritiva da espécie quanto a coleta de material (Figura 52).
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Figura 51 - Espectro de Massas (LC-MS) das amostras de M. seminigra. (A) Inpa (4); (B) Brasileirinho (15); (C)
Taruma (19); (D) Iranduba (11); (E) Puraquequara (30).
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Figufa 52 — Espectro de Massas (LC-MS) das amostras de M. interrupta. (A) Inpa (32); (B) Brasileirinho (37);
(C) Taruma (43); (D) Iranduba (48); (E) Puraquequara (54).

A analise quimica revelou substancias de diversas classes metabdlicas que possuem
tendéncia a possuirem atividades biolégicas como os: flavonoides, acidos fendlicos que sdo
excelentes antioxidantes, além das benzofenonas e terpenos (propicios a atividades
antimicrobianas). A partir dos resultados foi possivel a construcdo e organizacao dos resultados

com as principais propostas de substancias identificadas (Tabela 22) na sequéncia:
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Tabela 22 — Principais propostas de identificacdo para as substancias a partir dos seus ions precursores obtidos por Injecao direta.

Ms"

Formula

Erro

Proposta de substancia

N [M-HJ MS/MS Molecular [ppm] mSigma identificada Classe quimica
IN 177.0224 151.0056 . . .
1 271,0664 119.0525 Ci15H1203 3.3 2.3 naringenina Flavonoide
2IN433,1246 271,0657 CzH2010 3.6 3.8 naringenina-4’-B-glicopiranosideo Flavonoide
259.0669 243.0677
3N 287,0613 201.0516 177.0583 CisH120s 4.5 35 aromadendrina Flavonoide
151.0051 125.0255
4™ 4331121 287,0548 CuH2010 4.6 4.8 aromadendrina-7-O-rhamnosideo Flavonoide
5N 4491184 287,0575 C21H2011 4.8 3.5 aromadendrina-7-O-glicopiranosideo Flavonoide
303.0506 297.7058
6N 465,1026 291.2916 285.0408  Ca1H2.012 4.7 35 taxifolina - 3’- glucosideo Flavonoide
275.0531 125.0214
285.0394 275.0580 I .
IN
7 303,2629 259 0680 177.0140 C1sH1207 0,4 2,2 taxifolina Flavonoide
R 465,3360 409.1663
8 601,3570 1770234 109.0293 C3gHs006 2,6 4,3 xantochymol Benzofenona
432,2311 417,2181
9R 501,3010 363,1704 347,1372  Csz3H4204 0,1 0,5 7-epi-nemorosone Benzofenona
327,2060
107 6994333 >SN0 cos 30 14 guttiferone C Benzofenona
11  471,3466 427,3528 409,3518  C3oHag04 2,8 7,4 acido corosolico Terpeno
12 395.1862 337,1056 279.2344  Co4H280s 0,4 2,2 ndo identificado N&o identificado
13  475,2881 337,1056 279,2344  Cs3oH3605 1,8 2,1 néo identificada Nao identificado
14  455,3543 437.3475373.2706  C3oHag03 2,8 7,6 acido magiferolico Terpeno
397.3477 371.2585 metil 11-oxooleana-2,12-dien-
15  465,3362 397 1947 273 1507 C31H4603 2,7 4,0 29-0ate Terpeno
16 371,1864 327.2694 C22H2805 3,2 1,1 17- beta-estradiol hemisuccinato Terpeno
17 373,2737 329,2849 C24H3803 2,9 0,7 acido (5B)-12-oxocho lan-24-oico Terpeno
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18  375,2890 331,3001 C24H4003 0,7 13,7 acido 3p-hidrooxi-5a-cholan-24-oico Terpeno

19 401,3069 - C26H4203 4,4 3,4 19-nor-10-keto-25-hidroxivitamina D3 -

20 471,3450 453,3177 409,3328  C3oH804 6,3 2,3 acido canerico Terpeno

21  369,2426 - C24H3403 2,9 51 rimexolona Terpeno

22  469,3302 - C30H4604 4,5 4,9 acido glicirrhetinico Terpeno

23 375,2899 331,3086 C24H4003 1,4 2,6 acido isolitocolico Terpeno
24°Y 3472548 303,2770 C22H3603 2,9 1,8 (15:0) é&cido anacardico Acido fenélico
25PY 373,2741 347,2589 C24H303 1,0 4,5 (17:1) é&cido anacardico Acido fenélico
267V 371,2741 329,2826 C24H3803 6,9 4,7 (17:2) acido anacardico Acido fenolico

27 169,0163 125,0245 C7HeOs ez 1,8 acido gélico Acido fenélico

28 195,0534  129,0204 75,0074 CsH1207 4.4 3,7 acido gluconico Acido fenolico

*IN: Presente apenas no INPA,; IR: Presente apenas no IRANDUBA,; PU: Presente apenas no PURAQUEQUARA; Auséncia de identificacdo indica que existe no minimo uma
substancia diferente inserida nas outras regides.
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5.7. Caracterizacao quimica por Cromatografia Gasosa (CG-EM)

A cromatografia gasosa é uma técnica bastante utilizada para explorar a vasta
composicao quimica da geoprépolis das abelhas sem ferrdo, assim como, a da prépolis de outros
géneros, uma vez que, existe um extenso acesso a recursos floristicos da regido que se
encontram proximos a caixa dos meliponineos (MARCUCCI, 1995; DE SOUZA et al., 2013;
DA SILVA et al., 2013;).

As pesquisas utilizando a técnica de cromatografia gasosa (CG-EM) revelaram a
presenca das mais variadas classes quimicas no extrato de prépolis. No estudo realizado com
propolis de Apis Mellifera foram identificados &cidos graxos, compostos aromaticos,
terpenoides, flavonoides, além de um hidrocarboneto de cadeia média (CASTRO et al., 2007).

Em outro estudo analisando os resultados obtidos utilizando a técnica de (CG-EM) junto
a geoproépolis das espécies de abelha sem ferrdo Melipona e Trigona, revelaram a presenca de
substancias di e triterpénicas, aldeidos e cetonas com caracteristicas arométicas, agucares, além
de &cidos graxos, flavonoides, alcoois e fendis (BANKOVA et al.,, 1998). Os acUcares,
triterpenos, fenolicos e acidos também foram identificados no extrato de propolis de Melipona,
além de esteroides (BATISTA et al., 2016).

Outros relatos também identificaram a presenca de monoterpenos, terpenos oxidados,
ésteres em extratos de propolis (DA SILVA et al., 2017), isoflavononas identificadas
(FERNANDEZ et al., 2008), sesquiterpenos caracterizados (OLIVEIRA et al., 2013b),
hidrocarbonetos olefinicos (CHENG et al., 2013), benzophenonas e prenilados (DE CASTRO
ISHIDA et al., 2011) além de monoterpenos em M. seminigra (OLIVEIRA et al., 2013b),
triterpenos em M. interrupta (DA SILVA et al., 2013), diterpenos e ésteres terpénicos na
propolis do Mediterraneo de Malta (POPOVA et al., 2011) e sesquiterpenos em propolis de M.
beecheii do Peru (PINO et al., 2006).

Os estudos forneceram seguranca para a utilizacdo da técnica com o intuito de explorar
a constituicdo quimica mais apolar da geopropolis. Assim, as fases hexanicas de ambas as
especies de abelhas sem ferrdo, M. seminigra e M. interrupta, foram analisadas utilizando o
equipamento de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e os
dados obtidos foram comparados com a literatura, com bibliotecas do equipamento e
plataformas de acesso livre (NIST, MAINLIB, WILEY, ADAMS, HMBD, ChemSpider,
Pubchem, ChEBI e ChEMBL) através dos indices de retencéo (TR) e perfis de fragmentacéo.
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As corridas revelaram picos cromatograficos que foram ordenados de forma crescente
dos seus tempos de eluicdo e assim, doze substancias quimicas foram propostas conforme seus

perfis de fragmentac&o listados na tabela (23) abaixo:

Tabela 23 — Principais propostas de substancias identificadas por CG-EM da geoprépolis;

N° de amostras

Tempo de

Picos W seminiara Monterrinta Retencao Substéncia In}enadade dos
: g : p : Proposta ions m/z (%0)
(1-30)* (31-54)° (min)
i i palmitatode  270(M™),74(100),
1 1-6,27 31-54 15,25 metila 87(67).75(19)
i i linoleato de  294(M"), 67(100),
2 1, 21 St oeke metila 81(92), 95(63)
i i 16, 93 oleato de 296(M™), 55(100),
3 1-6,27 31-54 16,94 metila 69(65), 74(53)
i i 17,15 esterato de 298(M*),74(100)
5 e At 17.16 metila 87(68),75(22)
o ] N0 350(M"), 97(100),
5 16,2530 20,16 identificada  83(89), 69(75)
26,03 o 424(M+), 69(100),
6 19-24 46-48 26,04 'adnlgf’]t%%ﬁ: 409(69), 109(61),
26,05 95(51), 55(58)
] 426(M"), 69(100),
7 18-24 igj? gggg lanosterol 95(82), 109 (78),
: 81(58), 411(53)
26.93 424(M"), 218(100),
8 1-30 31-54 2619 4 [3-amirona 203(64), 95(27),
: 189(23). 81(21),
2790 426(M"), 218(100),
9 1-30 34, 36-54 e B-amirina  203(57), 95(23),
: 189(21)., 81(17),
424(M"), 218(100),
10 1-30 31-54 27,41-27,46 o-amirona 95(52), 203(43),
107(41), 189(32),
34, 36-38 N 426(M"), 69(100),
11 1-6,2530  41-45 27,58-27,62 . o0 o 95(82),81(59),
48-54 107(59), 93(57)
] 36-46  27,72-27.73 — 426(M"),218(100),
L2 sl 48-54 2775 a-amirina o469 203(30)
i 28,13 24-metileno _ 438(M"), 95(100),
13 1-6, 25-30 45-54 28,14 cicloartano- 93(71), 91(64),
28,15 3-0na 107(61), 81(59)
9,19-ciclo
_ 2831 ’ | 440(M®), 95(100),
14 1-6,25-30 4§’1’5335’_85 , 28.33 'r?]g?ﬁgar?gzg 135(76), 107(76),
A 28.35 i 81(73), 93 (70)

“IN (1-6/31-36); BR (7-12/37-42); TA (13-18/43-45); IR (19-24/46-48); PU (25-30/49-54).
NUmeros de 1-30 referente a espécie M. seminigra.
Numeros de 31-54 referente a espécie M. interrupta.
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As corridas cromatogréficas de cada amostra duraram em média 38 minutos, sendo
observada a presenca de 14 picos nos cromatogramas. Assim, das quatorze substancias
identificadas, cinco tiveram seus tempos de retencdo (TR) abaixo dos 21 minutos, conforme

figura (53) abaixo:
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Figura 53 — (A) Corrida cromatografica dos primeiros 22 min, substancias identificadas: (1) palmitato de metila;
(2) linoleato de metila; (3) oleato de metila; (4) esterato de metila; (5) ndo identificada;

A andlise quimica dos cromatogramas utilizando a base de dados do equipamento
permitiu identificar os primeiros cinco picos definidos como sendo ésteres metilicos, e estes
estavam presentes em todas as amostras de geoprdpolis das espécies M. seminigra e M.
interrupta da regido do Inpa. Porém para a espécie mais generalista, a substancia (1) palmitato
de metila (TR = 15, 25 min) esteva presente (setas escuras) apenas nas amostras do Inpa (1-6)
e uma do Puraquequara (27) e ausente nas outras trés regides (setas vermelhas) conforme figura
(54) abaixo:

135S 120 BR oqzos qz40

151 47 4543

EE / (6) ?--.

j2ps 1507 4zge
z 1512 1595 4243 15.m

5 4szz asm
=

1543 4547 45

8

Re llive Alindanoe
s

8

50D 1507 P e
- (24) HTas
1553 qzzz
1007 1435 L ) : (27)

158 54 1550 4553

1543 9545 1542

15539
T T T T T T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T [T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 71T
1425 1500 gt 1540 1515 1520 =] B0 1535 1540 1545 g=t-=] 1555

Tz il

Figura 54 — Corridas cromatograficas das amostras de M. seminigra das cinco regides: presenga e auséncia de
sinal da substancia (1) palmitato de metila.
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A andlise das corridas cromatogréficas permitiu observar que as substancias (2)
linoleato de metila (TR = 16,88 min), (3) oleato de metila (TR = 16,93 min) foram exclusivas
do ponto de coleta do Inpa (1-6) e de uma amostra (27) da regido do Puraquequara (setas
escuras). A substancia (4) esterato de metila foi restrita a area do Inpa e ausentes (setas
vermelhas) nos cromatogramas das outras regides Brasileirinho (13), Taruméa (24) e Iranduba
(27) como evidenciado na figura (55) abaixo:
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Figura 55 — Corridas cromatogréficas das amostras de M. seminigra das cinco regifes indicando presenca e
auséncia de sinais das substancias (2) linoleato de metila, (3) oleato de metila, (4) esterato de metila.

A auséncia das cinco primeiras substancias nas regides Brasileirinho, Taruma e
Iranduba da espécie de M. seminigra, em relacdo ao Inpa revelaram que o fator fitogeografico
tem influéncia na composicao quimica apolar da geopropolis (MARCUCCI, 1995; BANKOVA
etal., 1998; BANKOVA, 2005). As abelhas das areas ausentes de sinais provavelmente devem
visitar plantas que possuam outros constituintes, o que corrobora com a caracteristica
generalista da espécie (DA SILVA et al., 2013; FERREIRA; ABSY, 2017).

Porém, ndo significa dizer que ndo havera excegdes quanto a visita de espéecies vegetais.
O fato de a abelha ser generalista ndo restringe sua visita as plantas que produzam somente uma
ou todas as substancias encontradas, como foi possivel perceber na amostra (27) do
Puraquequara que possui quatro dos cinco tempos de retencdo (TR) em relacdo as amostras do
Inpa, sugerindo que por mais que as abelhas sejam generalistas podem visitar a mesma espécie
de planta.

Em contrapartida, ao analisar o fator presenca e auséncia de picos apenas no grupo de

amostras da regido do Puraguequara foi possivel perceber que somente a amostra (27) das seis
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caixas presentes possuia 0s ésteres metilicos (setas escuras): (1) palmitato de metila, (2)
linoleato de metila, (3) oleato de metila, como revela a figura (56) abaixo:

AT 1501170
100,301 1307

E1-_:>: 1506 1508 - ] ) 27) ¥¥ 2am2

22 1828 £35 qpae 5 1585

ok

(29)

0162 4527 BLS 6511658 €6

1630 4525

WO,

Z 1642

1EI~E~ I 160 1E|~2 I 1EI~J. I 1!';5 ‘E:Eul . 170
Tme(mir)

Figura 56 — Perfis cromatogréaficos das amostras da regido do Puraquequara indicando a presenca e auséncia dos

ésteres metilicos (1) palmitato de metila, (2) linoleato de metila, (3) oleato de metila;

T T T
152 B4 156

Assim, ficou claro que mesmo realizando a coleta e os procedimentos quimicos sob
condigdes igualitarias, as abelhas sem ferrdo de uma mesma localidade possuem
comportamentos de visita floristicas diferenciados, o que pode ser explicado por sua
caracteristica generalista (FERREIRA; ABSY, 2017), ndo necessariamente as plantas visitadas
(ricas em ésteres) por uma col6nia serdo frequentadas por outras (BARTH; FREITAS, 2015;
HRNCIR; JARAU; BARTH, 2016).

Ja as corridas cromatograficas das fases hexanicas das amostras da espécie M. interrupta
referente as cinco localidades Inpa, Brasileirinho, Taruma, Iranduba e Puraquequara,
apresentaram as quatro primeiras substancias com os tempos de retencdo (TR) idénticos aos
identificados nos perfis cromatograficos da M. seminigra, porém a substancia (5) ndo
identificada com TR = 20, 16 min (setas vermelhas) ndo foi encontrada em nenhuma das

amostras representadas na figura (57) a seguir:
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Figura 57 — Corridas cromatogréaficas das amostras de M. interrupta das cinco regides, presenca de sinais das
substancias (1-4) e auséncia da (5) TR = 20,16 min.

A presenca das substancias quimicas ésteres metilicos: (1) palmitato de metila, (2)
linoleato de metila, (3) oleato de metila e (4) esterato de metila em todas as amostras, mostra
que o fator seletividade das plantas para a espécie M. interrupta reflete diretamente na
composicao quimica da geopropolis. A abelha visita o conjunto de espécies floristicas menor
que a M. seminigra apresentando pouca ou nenhuma variabilidade nas substancias quimicas
presentes diferentemente da espécie mais generalista (BANKOVA et al., 1998; VELIKOVA et
al., 2000b; DA SILVA, 2012; FERREIRA; ABSY, 2013; ARAUJO et al., 2015).

As substancias foram definidas pelos tempos de retencdo (TR) na base de dados do
equipamento e foram comparadas junto pelos perfis de fragmentacao (Figura 58 e 59).
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Figura 58 — Espectro de massa da substancia: (1) hexadecanoato de metila - palmitato de metila (94,04%-NIST);
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A definicdo das substancias (1) e (4) foi devida ao seu perfil de fragmentagéo
caracteristicos de ésteres metilicos sem insaturacfes entre os carbonos nas cadeias aciclicas. As
substancias revelaram a presenca do pico base m/z: 74 e de um segundo pico m/z: 87 também
presente nestas estruturas quimicas, além de um terceiro pico m/z: 59 com representa¢do muito
fraca mas que pode ser um indicativo da fungdo organica na substancia definida
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010;).

As substancias (2) e (3) ndo apresentaram nos seus perfis o ion m/z: 87 ja& mencionado
acima o que indicaria a presenca do grupo funcional dos ésteres de forma direta. Porém, o ion
m/z: 74 aparece na amostra (3) e terceiro ion m/z: 59 também caracteristico da fragmentacéo de
ésteres aparece de forma minoritaria em ambos os espectros. Outro ion presente nos dois perfis
foi o ion m/z: 55 caracteristico de cadeias carbdnicas com duplas ligacdes, 0 que permitiu
caracterizar as estruturas quimicas como sendo ésteres insaturados (MCLAFFERTY, 1959;
NIBBERING, 2004; AYDOS, 2014;).
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Figura 60 — Espectros de massas das substancias: (5) ndo identificada;

A substancia quimica (5) encontrada no quinto tempo de retencdo (TR = 20,18 min) de
m/z: 350 ndo pode ser identificada junto a literatura mas, acredita-se que possa ser alguma
estrutura com uma cadeia carbénica extensa, visto que a fragmentac&o inicial de m/z 97 para
m/z 83, diferenciando-se em 14 unidades o que sugeriu que fosse a perda de carbono metilénico

(CH2) e a outra perda sequéncial das mesmas 14 unidades formando assim o m/z 69,
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corroborando para que a hipotese de um hidrocarboneto fosse definida (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; BIANCO; SANTOS, 2003; MAGALHAES, 2014).

A presenca do ion m/z: 55 também permitiu inferir que existe no minimo uma dupla
ligacdo na estrutura porém sem uma localizacdo precisa da mesma (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; AYDOQOS, 2014).

Os dados apresentados em relacdo as primeiras substancias quimicas favoreceram sua
caracterizacdo e identificacdo. As estruturas foram confirmadas através seus perfis de
fragmentacdo caracteristicos de substancias ja identificadas na literatura como sendo estruturas
de cadeiais carb6nicas longas com e sem a presenca de insaturaces e com funcdo caracteristica
dos esteres (-COOR), sendo assim definidos como esteres metilicos (SUAREZ,;
MENEGHETTI, 2007; VISENTAINER, 2012).

Dados da literatura confirmaram a presenca de dois ésteres de acido cindmico por HPLC
e RMN em extrato etandlico de geopropolis da espécie de abelha sem ferrdo M. scutellaris da
cidade de Entre Rios — BA (DA CUNHA et al., 2016b).

Outros estudos relataram a presenca de derivados do éster p-cumarico ésteres em
exsudado de abelhas do género Apis Mellifera por analise em HPLC de extrato hidroalcoolico
(FALCAO et al., 2010). A pesquisa com propolis de abelhas do estado de So Paulo que
identificou substancias derivadas como benzoato de fenila, dibutil éster do acido carbénico e
cinamato de benzila da classe dos ésteres que se encontravam presentes nas espécies botanicas
visitadas pelas polinizadoras (BEZZAN; NASCIMENTO, 2001).

Os estudos indicaram que a incidéncia de ésteres podem estar associados ao odor das
espécies floristicas visitadas, uma vez que as abelhas identificam com mais rapidez os odores e
a retencdo de cor das flores enxergando por UV (HARBONE, 1993; LEONARD;
DORNHAUS; PAPAJ, 2011).

Ja os Gltimos 38 minutos das corridas cromatograficas revelaram picos para tempos de
retencdo (TR) acima de 25 minutos. Estes por sua vez, apresentaram perfis de fragmentacéo
caracteristicos de substancias que foram comparados junto a base de dados do equipamento,

plataformas de acesso livre e relatos da literatura.
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Figura 61 — Corrida cromatografica dos Gltimos 38 min, sete substancias identificadas: (6) lanosta-8-24-dien-3-
ona; (7) lanosterol; (8) B-amirona; (9) B-amirina; (10) a-amirona; (11) ndo identificada; (12) a-amirina; (13) 24-
metileno cicloartano-3-ona; (14) 9,19-ciclo lanostano-24-en-3-3-ol.

Os picos definidos com tempos de retengéo entre 25 e 29 minutos sugeriram a presenca
de substancias da classe triterpénica em comparacdo com estudos anteriores que utilizaram
metodologia de cromatrografia gasosa (CG-EM) semelhante para amostras de proépolis,
revelaram que tempos de retencdo altos podem ser indicativos da presenca de terpenos
(MARQUEZ HERNANDEZ et al., 2010; ARAUJO et al., 2015;).

Nos cromatogramas da espécie M. seminigra foi possivel observar a presenca das
substancias (6) lanosta-8-24-dien-3-ona (TR = 26,03 min) apenas na regido do Iranduba (19) e
a (7) lanosterol (TR = 26,25 min) no Iranduba (19) e em uma Unica amostra (16) da regido do
Taruma, estando ausente no outros pontos de coleta do Inpa, Brasileirinho, Puraquequara e nas
amostras (13-17) do Taruma conforme a figura (62) abaixo:
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Figura 62 — Perfis cromatograficos das amostras da espécie M. seminigra das cinco regifes a presenca e auséncia
das substancias: (6) lanosta-8-24-dien-3-ona e (7) lanosterol;
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Os cromatogramas revelaram que as substancias (6) lanosta-8-24-dien-3-ona e (7)
lanosterol foram exclusivas das amostras do Taruma (16) e Iranduba (19) podendo ser
indicativo de que nesse ponto de coleta e para essa espécie, 0s tipos de plantas escolhidas para
coletar o material sejam mais propensas a ter as duas substancias em quantidades maiores que
nas outras regides. J& os cromatogramas da espécie M. interrupta para as substancias (6) e (7)
confirmaram sua presenca nas mesmas regides (Taruma e Iranduba) em relagdo aos outros trés

pontos de coleta, conforme evidenciado na figura (63) abaixo:
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Figura 63 — Perfis cromatogréaficos das amostras da espécie M. interrupta das cinco regides a presenca e auséncia

das substancias: (6) lanosta-8-24-dien-3-ona e (7) lanosterol;

A corrida cromatografica da regido do Iranduba apresentou picos com tempos de
retencao proximos para as subtancias (6) e (7) em todas as amostras (46, 47 e 48). J4 a amostras
43 e 45 do ponto de coleta do Taruma apresentaram picos apenas para substancia (7) nédo
revelando presenca na amostra 44.

Os tempos subsequentes das corridas cromatogréficas para a espécie M. seminigra,
revelaram sinais para os compostos (8) p-amirona (TR = 26,93 min), (9) p-amirina (TR =
27,20), (10) a-amirona (TR = 27,41 min) e (12) a-amirina (TR = 27,72 min) e estes estavam

presentes em todas as amostras dos cinco pontos de coleta.
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Figura 64 — Perfis cromatograficos das amostras de M. seminigra das cinco regides confirmando a presenca das
substancias: (8) p-amirona, (9) B-amirina, (10) a-amirona e (12) a-amirina;

A andlise das corridas da espécie M. interrupta mostraram que as substancias (8) B-
amirona e (10) a-amirona estiveram presentes em todas as 24 amostras (31-54) de todos os
pontos de coleta. J& as substancias (9) B-amirina, e (12) a-amirina estiveram presentes pelo

Menos em uma ou mais amostras de cada localidades.
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Figura 65 — Perfis cromatograficos das amostras de M. interrupta das cinco regides confirmando a presenca e
auséncia das substancias: (8) B-amirona, (9) B-amirina, (10) a.-amirona e (12) a.-amirina;

As informacGes permitiram comprovar que todas as plantas visitadas por estas abelhas
sdo ricas em substancias triterpénicas. A hipotese pode ser confirmada pois grande parte da
vegetacdo dessas localidades € rica em um extenso nimero de familias floristicas visitadas
como, a Burseraceae, Anacardiaceae entre outras e que geram resinas ricas em triterpendides
pentaciclicos como -amirona, B-amirina, a-amirona e a-amirina (BANDEIRA et al., 2002;
CABRAL et al., 2016; PEREZ; BEST; LLANES, 2009).
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O ultimo grupo de picos observados através dos seus tempos de retencéo para a espécie
M. seminigra foram as de numero (11) ndo identificada (TR = 27,58 min), (13) 24-metileno
cicloartano-3-ona (TR = 28,14 min) e a (14) 9,19-ciclo lanostano24-metileno- 2-p-ol (TR =
28,32 min) que estavam presentes nas regides do Inpa e do Puraquequara respectivamente e
ausente nas demais localidades conforme indica a figura (66) a seguir:
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Figura 66 — Perfis cromatogréaficos das amostras de M. interrupta das cinco regides confirmando a presenca e
auséncia das substancias: (11) ndo identificada, (13) 24-metileno cicloartano-3-ona e a (14) 9,19-ciclo
lanostano24-metileno- 2-B-ol;

Ja observando as corridas das amostras da espécie M. interrupta foi possivel constatar
gue 0s picos das substancias (11), (13) e (14) estavam presentes em pelo duas ou mais amostras

das regides alvo de estudo, porém ndo houve presenca da substancia (11) na regido do Inpa.
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Figura 67 — Perfis cromatogréaficos das amostras de M. interrupta das cinco regifes confirmando a presenca e
auséncia das substdncias: (11) ndo identificada, (13) 24-metileno cicloartano-3-ona e a (14) 9,19-ciclo
lanostano24-metileno- 2-B-ol;
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Os picos com tempos de retencdo (TR) entre 26,03 e 28,35 min apresentaram perfis de
fragmentacdo que foram comparadas junto aos dados da literatura e classificados como
substancias da classe dos triterpenos.

Recentes pesquisas com prépolis de abelha sem ferrdo indicam que a classe terpénica
esta muito presente na quimica do produto. Em estudo realizado na regido de Palmeirandia do
estado do Maranh@o, utilizando a técnica (CG-EM) com extrato etanolico de geopropolis de M.
fasciculara Smith, relatou-se a presenca de 15,9 % de triterpenos na composicao da geoprépolis
desta localidade (ARAUJO et al., 2015).

Outro estudo realizado com o extrato etanolico de geopropolis das espécies M.
interrupta, M. quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes utilizando a técnica de (CG-
EM), revelou a presenca de diterpenos e triterpenos na composicao do produto (BANKOVA et
al., 1998).

A presenca de terpenos também foi relata em estudo realizado com com extrato
etandlico de ninho de Trigona spinipes (abelha sem ferrdo) obitdo no estado de Fortaleza-CE,
no qual a identificacdo foi feita utilizando a técnica espectrométrica de RMN (FREITAS et al.,
2008).

Os  primeiros triterpenos identificados nas corridas cromatograficas foram
caracterizados como tetraciclicos sendo eles: (6) lanosta-8-24-dien-3-ona (TR = 26,03 min), (7)
lanosterol (TR = 26,25 min).
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Figura 68 — Espectros de massas das substancias: (6) lanosta-8-24-dien-3-ona;
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Figura 69 — Espectros de massas das substancias: (7) lanosterol;

As substancias (6) lanosta-8-24-dien-3-ona e (7) lanosterol foram definidas como sendo
triterpenos tetraciclicos devido ao perfil de fragmentacdo referentes aos ions m/z: 69 (pico
base = -CsHyg), m/z: 95 (-CH2), m/z: 109 (-CgH13) e m/z: 55, presentes nas duas estruturas, porém
a substancia (6) apresentou outras duas fragmentacGes que sdo especificas para caracterizacdo
da molécula que sdo m/z: 391 e m/z: 4009.

A comparagdo para se chegar a substancia (6) foi realizada utilizando a data base
(NIST), e a substancia mais préxima indicada foi a lanosta-8-24-dien-3-ol (m/z: 426) assim,
analisando a diferenca de massa do ion molecular encontrado m/z: 424 e as duas fragmentacdes
préximas m/z: 257 e m/z: 391, chegou-se a conclusdo de que na posicdo referente ao carbono
(3), existe a funcdo cetona (C = O) em detrimento da hidroxila (-OH) da substancia indicada
pela base de dados, o que explica dois nimeros a menos de m/z: 424, referindo-se a dois (Hz) a
menos da dupla ligacdo da funcéo.

Ja a substancia (7), além de apresentar os ions ja citados anteriormente m/z: 69, m/z: 95,
m/z: 109, também revelou a presenca dos ions m/z: 411 (caracteristico da perda de -CHs) e m/z:
393 (perda de H>O do m/z: 411) peculiares da molécula lanosterol (m/z: 426). A confirmacéo
se deu por comparacdo as datas base (NIST, HMDB entre outras) além da literatura, pois a
substancia ja havia sido relatada em estudo realizado extrato metandlico de prépolis do Brasil
da espécie Tetragona fiebrigi por CG/EM (VELIKOVA et al., 2000b)

Em estudo realizado com fase diclorometano referente ao batume (geopropolis) de M.
scutellaris, comprovou a existéncia da substancia quimica lanosterol presente dentro do produto

retirado da col6nia desta espécie de abelha sem ferrdo (PIANARO, 2007).
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Outro estudo realizado extrato hidroalcoolico de geopropolis de M. fasciculata Smith,
de dois municipios do estado do Maranhdo - MA, Palmeirandia e Fernando Falc&o, permitiu
estabelecer um comparativo da composi¢cdo quimica do produto retirado de col6nias e ficou
comprovada a presenca da substancia triterpénica lanosterol apenas em uma das duas
localidades de coleta, provando mais uma vez, as fontes floristicas visitadas tem influéncia
direta na formac&o da geopropolis das abelhas sem ferrdo (BATISTA et al., 2016).

As outras quatros substancias foram identificadas como sendo triterpenos pentaciclicos:
(8) B-amirona (TR = 26,93 min), (9) B-amirina (TR = 27,20 min), (10) a-amirona (TR = 27,41

min), (12) a-amirina (TR = 27,72 min) como mostra as figuras (70 e 71) a seguir:
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Figura 70 — Espectros de massas das substancias: (8) p-amirona, (9) B-amirona;

154



X ZET-ETL R STAL-DTAS A5 SSC45 25382576 MO1ETS
T- 000G = c/EIFull e [S0u00-500,00] O
o)
gloal

(10)

Regive AhLrmanes
4 3 4 8 &

5

SRITE-ITE RT I -ITTZ M4 S50 4 2682675 M1 127
T2 2005 + /= Full e [S0000-00,00] @
gleel

(12) (®) D

Relallve Abundanae
]

Figura 71 - Espectro de massa da substancia: (10) o-amirona e (12) a-amirina.
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As fragmentacdes subsequentes indicadas nos picos (8), (9), (10) e (12) revelaram ser
triterpenos pentaciclicos. Os fragmentos m/z: 218 (pico base) referentes a quebra que ocorre no
anel C das estruturas triterpénicas, o m/z: 203 que foi a retirada do radical -CHz e 0 m/z: 189.
Assim, a presenca das substancias (9) B-amirina e (12) o-amirina as quais possuem 0 mesmo
ion molecular m/z: 426, diferiram-se nas intensidades das fragmentac6es dos ions m/z: 203 e
189, iguais para a-amirina e a-amirona e distintos na 3-amirina e 3-amirona (Figuras 70 e 71)
(BUDZIKIEWICZ; WILSON; DJERASSI, 1963; DJERASSI et al., 1962; LEITE, 2016).

Outro fator que serviu para diferenciar as substancias a-amirina e B-amirina foi a
presenca do grupo metila (-CHs) no carbono (20) circulado de vermelho nas figuras (70 e 71)
acima, pois a substancia o-amirina possui duas metilas na posicéo e a 3-amirina apenas uma.
Ja as outras duas substancias (8) B-amirona e (10) a-amirona (m/z: 424) se diferenciam da j3-

amirina e a-amirina (m/z: 426) por possuirem na estrutura a funcao cetona (C = O) no carbono
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(3) em detrimento da hidroxila presente nas estruturas (9) e (10) (BUDZIKIEWICZ; WILSON;
DJERASSI, 1962; DJERASSI et al., 1962;).

As substancias f-amirina e a-amirina sdo os triterpenos mais presentes na propolis de
abelha sem ferrdo. Estudos realizados com extrato hidroalcoolico de geoprdpolis de M.
fasciculata Smith da regido da cidade de Palmeirinha — MA constatou a presenca por CG-EM
das quatro substancias quimicas, além de verificar a atividade antimicrobiana contra o fungo
Candida albicans (ARAUJO et al., 2015).

No estudo realizado com extrato de propolis amarela de Cuba por CG-EM foram
identificadas as substancias B-amirona e a-amirona. Porém, foi possivel identificar pela
primeira vez na fase hexanica de extrato de geoprépolis de M. interrupta e M. seminigra.

Outro estudo realizado com extrato etandlico de geoprépolis das espécies M.
compressipes, M. quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes com CG-EM, identificou a
presenca das substancias B-amirina e a-amirina (BANKOVA et al., 1995).

A andlise quimica do extrato de propolis de Apis Mellifera do Brasil relatou a presenca
das substancias P-amirina e o-amirina e 0 material extraido apresentou atividade
antimicrobiana contra as bactérias gram-negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella spp. e as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus (SILVA et al., 2008).

Em estudo realizado com extratos geopropolis das espécies M. interrupta e M.
seminigra da cidade de Manaus-AM, também relatou as substancias 3-amirina e o.-amirina (DA
SILVA, 2012). Ja as ultimas substancias foram caracterizadas como sendo triterpenos derivados
dos ciclo-artanos: (13) 24-metileno cicloartano-3-ona (TR = 28,13 min), (14) 9,19-ciclo

lanostano-24-en- 2-B-ol (TR = 28,31 min) conforme a figura (72 e 73) a seguir:
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Figura 72 - Espectro de massas da substancia: (13) 24-metileno cicloartano-3-ona.
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Figura 73 - Espectro de massas da substancia: (14) 9,19-ciclo lanostano-24-en- 2-B-ol.

Os perfis de fragmentagéo das substancias (13) m/z: 438 e (14) m/z: 440 acima s&o bem
similares. Estes revelaram a presenca dos ions fragmentados (circulo azul) m/z: 425 (seta azul)
referente a perda de um radical metil (-CHs), m/z: 407 caracteristico da perda da molécula de
agua, m/z: 300 resultante da quebra na ligacéo dos carbonos 9:19 (setas vermelhas tracejadas),
além do ion m/z: 175 (300-CoH17") referente a perda da cadeia lateral (linha tracejada) de m/z:
125 (AYATOLLAHI et al., 2011; SOARES, 2015).

Além dos ions ja apresentados, a presenca dos ions (circulo vermelho) m/z: 95 (pico
base), m/z: 69, m/z: 107, m/z: 147 em ambos 0s espectros, também auxiliaram na compara¢ao
com dados de estudos anteriores, comprovando assim, a existéncia das substancias 24-metileno
cicloartano-3-ona e 9,19-ciclo lanostano-24-en-2-§-ol (DA SILVA, 2012).

Os relatos da literatura revelam que as substancias 24-metileno cicloartano-3-ona e 9,19-
ciclo lanostano-24-en-2-B-ol ja haviam sido identificadas em extrato de geopropolis de M.
seminigra e M. interrupta utilizando a técnica de cromatografia gasosa (DA SILVA, 2012)

A andlise quimica realizada com extrato etanélico do ninho da espécie Trigona spinipes,
coletada em Fortaleza — CE, foi possivel comprovar existéncia de triterpenos do tipo cicloartano
como o acido 3p-hidroxi-24-metilenocicloartan-26-06ico, por isolamento utilizando a técnica de
RMN (FREITAS et al., 2008).

Outro estudo realizado com prépolis de abelha do estado de Teresina — PI, durante
diferentes estacbes do ano, foi possivel identificar a presenca de diferentes tipos de
triterpendides cicloartano como o acido mangferdlico, 24-metilenocicloartano-3p,26-diol,
acido isomagiferdlico, e 0 &cido ambdlico revelando que a composigédo do produto pode possuir
as mais diversas representacdes de substancias quimicas, neste caso triterpenos (DA SILVA et

al., 2005)
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J& a substancia (11) ndo apresentou identificacdo definida junto a biblioteca do
equipamento, nem as datas bases livres e nem junto aos dados presentes na literatura. Porém,

houve uma tentativa de definir a classe quimica e explicar o perfil de fragmentacéo encontrado.
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Figura 74 - Espectro de massas da substancia (11) ndo identificada presente em amostras de ambas as espécies de
Melipona;

O perfil de fragmentacéo da substancia (11) sugeriu que a mesma poderia ser definida
como um triterpeno composto de quatro anéis (tetraciclico), visto que seu perfil de
fragmentacdo apresentou ligeira semelhanca ao apresentado na substancia (7), gerando os ions,
m/z: 69 (pico base = -CsHg), m/z: 95 (-CH2), m/z: 109 (-CgHz3), m/z: 81 que sugerem perdas
sequéncias de carbonos metilénicos (-CH>), além de possuir os ions m/z: 426 (ion molecular),
m/z: 408 (referente a perda de -CH2) e o m/z: 393 indicativo da perda da metila (-CHz3)
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Os perfis cromatograficos das fases hexanicas das 54 amostras de ambas as espécies de
abelha sem ferrdo, M. seminigra e M. interrupta, revelaram que a composic¢do apolar da
geopropolis € riquissima e que 0s constituintes quimicos vdo desde ésteres metilicos a
triterpenos das mais variadas estruturas com destaque para os tetra e pentaciclicos, além dos
derivados dos cicloartano. Estas classes auxiliam as plantas na composicdo das mais variadas
funcbes seja como defesa contra microorganismos, fungos, até na sua polinizagdo, sendo
atrativas as abelhas sem ferrdo pelo aspecto odorifero das plantas (HARBONE, 1993;
LEONARD; DORNHAUS; PAPAJ, 2011). A variagdo se dar provavelmente ndo so pela
caracteristica de visita de ambas as especies de abelhas mas também pela biodiversidade
fitogeogréafica na qual elas estavam inseridas (BANKOVA et al., 1998; HUANG et al., 2014).
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5.8. Ensaios das atividades Quimicas e Bioldgicas
5.8.1. Deteccdo de Atividade Antioxidante e Fenois Totais.

Os resultados quantitativos referentes ao potencial antioxidante nos extratos
metanolicos das principais amostras das espécies M. seminigra e M. interrupta, dentro do grupo
dos 54 individuos, foram organizados nas tabelas (42 e 43) e os valores de respostas
representadas no Gréfico (1) na sequéncia:

Tabela 24 — Valores de Média + DP de CI50 (ug.mL™?) e FT (ug.mL™) das principais amostras de M. seminigra.

Regites Amostras CI50 Fendis Totais
M. seminigra (ng.mL?) (ng.mL™Y

2 57,01 £0,17 367,01 +1,39

3 251,20 + 3,46 113,79 + 0,91

Inpa 4 67,55+ 0,51 366,66 + 1,39

5 142,10 +£1,53 248,85+ 0,71

6 74,65 + 8,16 342,87 +1,21

7 212,78 + 1,07 129,31 + 0,34

Brasileirinho 9 156,89 + 1,52 40,00 £ 0,91
10 486,38 + 3,80 36,55 + 0,69

Taruma 17 539,24 + 8,65 14,59 + 0,71
18 293,23 £ 3,20 39,19 +1,10

19 305,96 +1,08 19,19+ 1,10

20 108,33 + 1,02 57,70 £ 1,05

Iranduba 21 193,09 £1,89 25,40 £ 1,43
22 235,10 + 3,42 24,71 +£0,79

23 261,64 + 4,20 35,40 £ 1,39

24 154,18 + 2,64 49,42 +1,73

Puraquequara 27 212,78 + 1,07 60,34 £ 0,91

Quercetina - 7,76 £ 0,05 -

Acido galico - - 1000 + 0,01

* Melhores respostas de CI150 e Fendis Totais destacados na cor azul.
* Baixas respostas de CI50 e Fendis Totais destacados na cor vermelha.

Os resultados mostraram que as amostras da espécie mais generalista (M. seminigra)
revelaram bons valores para atividade antioxidante. A geoprépolis das caixas (2, 4, 5 e 6) da
regido do Inpa demonstrou resultados mais significativos nas concentrac6es de 57,01; 67,55;
142,10 e 74,65 pg/mL respectivamente quanto ao sequestro de 50% dos radicais de livres
presentes no ensaio de DPPH.

Ja os fenois totais apresentaram altas concentracdes 367,01; 366,66; 248,85 e 342,87
ug/mL indicando a forte presenca de substancias hidroxiladas (OH) o que corroborou com 0s
resultados apresentados pela quimiometria junto as técnicas de ESI-MS e RMN e acrescida dos
dados de LC-MS, ja que foram detectadas as presencas de substancias flavonoidicas como
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naringenina, aromadendrina, taxifolina, além dos acidos fendlicos como glucénico, quinico e
derivados do metil galato.

As outras regides apresentaram valores de CI50 acima de 150,0 pug/mL e de FT abaixo
de 65,0 ug/mL indicando uma menor quantidade de compostos de natureza fendlica, com
destaque para as geopropolis das regibes do Brasileirinho e Taruma que apresentaram os valores
de C150 de 486,38 e 539,24 ug/mL; além de 14,59 e 36,55 ug/mL para fendis totais. Tais dados
foram associados as informacdes quimicas obtidas através das técnicas empregas, justificando
a presenca de alguns poucos acidos fenolicos e maior comparecimento de benzofenonas e
substancias terpénicas.

Tabela 25 - Valores de Média + DP de CI50 (ug.mL) e FT (ug.mL?) das principais amostras de M. interrupta.

Regides A_mostras CI50 Fendis Totais
M. interrupta (ug.mL?) (ng.mL™Y)

31 271,88 £ 2,15 8,16 +1,21
33 52,71 £ 0,29 117,35+ 0,52
Inpa 34 84,40 + 0,56 104,71 £ 1,39
35 51,73 +0,47 125,51 +£0,91
36 42,97 +0,48 103,79 £ 0,91

38 386,25 + 1,07 70,46 + 0,86

Brasileirinho 39 128,97 £ 0,95 42,18 +1,05
41 412,16 £1,19 25,40 £ 1,30

42 225,11 £ 0,97 31,49 +0,97

43 115,18 + 1,81 4563 +1,21

Taruma 44 129,12 + 2,48 77,70 £ 1,96
45 136,75 + 0,08 52,29 + 1,30

Iranduba 47 455,47 £ 1,02 24,36 £ 0,71
48 54,14 £ 0,46 151,37 £ 0,69
49 63,20 £ 0,21 134,82 £ 0,91

Puraquequara 50 115,65 + 1,49 41,26 +0,71
51 61,13 +0,73 124,59 + 2,24
Quercetina - 7,76 £0,05

Acido galico - - 1000 + 0,01

* Melhores respostas de CI50 e Fenois Totais destacados na cor azul.
* Baixas respostas de CI50 e Fenois Totais destacados na cor vermelha.

Ja a espécie mais restritiva (M. interrupta) apresentou mais valores médios de
concentracdo para CI50 abaixo de 70,0 ug/mL e de fendis totais acima de 100,0 ug/mL sendo
um forte indicativo de uma distribuicdo mais homogénea das substancias fenodlicas na
geopropolis da espécie dentre as regides de coleta do material, 0 que pode ser confirmado pelos
resultados obtidos pela quimiometria dos dados de ESI-MS, além dos perfis espectrais (RMN)
e cromatograficos (LC-MS).
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A regido do Inpa mais uma vez se destacou apresentando valores de concentragéo
inibitdria para as amostras (33, 34, 35 e 36) de 52,71; 84,40; 51,73 e 42,97 ug/mL e de fendis
totais 117,35; 104,71; 125,51 e 103,79 ug/mL respectivamente. E com poucos representantes
apresentando concentracGes acima de CI50 acima de 150,0 ug/mL e de fenais totais abaixo de
65,0 ug/mL (Gréafico 2).

Os resultados pelos desvios padr@es pouca variacdo entre as réplicas das amostras
refletindo em uma maior precisdo dos valores em torno da média o que gerou confiabilidade

nos resultados obtidos.

Graéfico 3 - Resposta de CI150 dos extratos metanélicos da M. seminigra e M. interrupta.
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Gréfico 4 - Resposta de FT dos extratos metanolicos da M. seminigra e M. interrupta.
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Os extratos metanolicos da geoprdpolis da regido INPA para ambas as espécies
apresentou melhor resposta antioxidante em relacéo as outras localidades, tanto pelo método de
CI50 quanto por fenois totais. O resultado corroborou para confirmar as informacgdes
encontradas por ESI-EM e RMN provando a rica constituicdo quimica desta propolis em
substancias de carater fendlico como flavonoides e acidos organicos. As outras regides
apresentaram valores interessantes, porem menores que a localidade do Inpa.

A regido do Inpa por ser de preservacdo floristica com vérias espécies de plantas
registradas, acredita-se que a proximidades de familias ricas em compostos fenélicos como
Fabaceae, Myrtaceae, Anacardiaceae tenham contribuido para a riqueza quimica. Além disso,
a extracdo com MeOH auxiliou na remogdo dos compostos polares que possuem um ndmero
substancial de hidroxilas livres em anéis aromaticos, além das duplas conjugadas muito
presentes em substancias flavonoidicas e nos derivados dos acidos fendlicos favorecendo para
que todas as regides apresentassem resultados interessantes (PASCOAL et al., 2014).

Os valores encontrados para CI50 e FT da regido do Inpa para M. seminigra e M.
interrupta revelaram ser superiores aos resultados encontrados nos extratos EtOH de
geopropolis de Scaptotrigona postica que apresentou valor maximo de CI150 de 210,55 ug/mL
e FT de 1,76 mg GAE/g (ALBANO; CORR; OLIVEIRA, 2016). Outro estudo com poblen de
M. subnitida Ducke revelou para as fraces EtOH, Hex e AcCOET valores de CI50 de 104,5;
212,0 e 41,9 pg/mL respectivamente para pélen amarelo e 106,1; 236,5 e 43,7 para polen
marrom, 0 que mostrou que os extratos MeOH de M. seminigra e M. interrupta foram mais
ativos que as fragcdes Hex e EtOH do estudo, e que as da regido do Inpa mostraram proximidade
guanto aos valores de ACOET (SILVA et al., 2006).

O atual estudo revelou valores de inibicdo de CI150 na regido do Inpa abaixo estudo
realizado em (2013) para o extrato MeOH da espécie M. seminigra frente aos extratos de EtOH
e MeOH. J& os da espécie M. interrupta revelaram estar préximos ao relatado na literatura (DA
SILVA et al., 2013) e os valores de FT na faixa de 30 a 150 ug/mL para o estudo realizado por
(MUNIZ et al., 2009) com as espécies.

A quantidade de substancias fendlicas progressivamente identificadas na geopropolis,
como a naringenina (DA SILVA etal., 2013), 6-O-p-coumaroil-D-galactopiranose (DE
SOUZA et. al., 2013), &cido galico (DUTRA et al.,, 2014) estd fortemente ligada a sua
propriedade antioxidante. A evidéncia esta nos relatos da literatura que provam a eficacia anti-
radicalar na correlagdo com os teores de CI50 baixos e FT altos (BATISTA et al., 2016;
BONAMIGO et al., 2017;).
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5.8.2. Deteccao de atividade Antimicrobiana

A complexa composigdo quimica da geopropolis, possibilita a existéncia de substancias
que enaltecam a sua propriedade antimicrobiana paralisando ou até mesmo impedindo o
crescimento e proliferacdo de bactérias e fungos. Relatos na literatura com geoprépolis
constatam essa caracteristica inibitéria (LIBERIO et al., 2011; COSTA et al., 2014; DE
SOUZA et al., 2013; DOS SANTOS et al., 20174a;).

A atividade antimicrobiana foi verificada utilizando os micro-organismos dos grupos
gram-positivo: Staphylococcus aureus causadora de infeccGes na pele, em o6rgaos (pulmdes,
rins e cérebro) devido ao uso materiais hospitalares contaminados (cateteres e tubos
respiratorios) e por intoxicagdo alimentar (CORDEIRO et al., 2015) e a Enterococcus faecalis
causadora do envenenamento do sangue, septicemia, meningite e doencas do trato urinario
(LINS et al., 2013) e grupo gram-negativo: Escherichia coli agente de infeccdes do trato
digestivo e urinario e Pseudomonas aeruginosa responsavel por infec¢des no ouvido, sistema
respiratorio e sanguineo. Além dos fungos Candida albicans e Candida tropicalis causados de
infeccBes orais, no 6rgdo genital feminino e candidiase, respectivamente (ALTERTHUM,
2015).

Os resultados qualitativos e quantitativos obtidos da atuagdo antimicrobiana nas 54
amostras das espécies M. seminigra e M. interrupta frente aos seis micro-organismos foram
observados atraves das placas de Petri e os valores de concentragdo inibitdria minima (CIM)

adquiridos em placas de Eliza 96 pocos (Figura 75). Os valores foram organizados no quadro

(5) na sequéncia:

(B)

Fonte — Rebello, L.S.S., 2017.

Figura 75 — Constatacdo da atividade antimicrobiana frente a bactéria Enterococcus faecalis. (A) Placa de Petri
(inibicdo bacteriostatica); (B) Placa de Eliza 96 pocos (CIM).
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Quadro 3. Amostras de M. seminigra e M. interrupta, extrato metanolico com atividade antimicrobiana.

Patogenos
. . P. .
Amostras Candida E. feacalis S .aureus aeruginosa E. coli
(Rg/mL)  ibicans | tropicalis

++ ‘ + | 4+ |+ | ++ + ++ + ++ + ++| +

6 NTA NTA | NTA| 1000 NTA NTA NTA

7 NTA NTA |NTA| 500 |1000 | 500 NTA NTA

31 NTA NTA | NTA| 1000 | NTA | 500 NTA NTA

32 NTA NTA NTA| 1000 | NTA | 500 NTA NTA

33 NTA NTA | NTA| 1000 | NTA | 500 NTA NTA

34 NTA NTA 1000 500 | NTA | 500 NTA NTA

35 NTA NTA | NTA| 1000 NTA NTA NTA

36 NTA NTA NTA| 1000 NTA NTA NTA

39 NTA NTA | NTA| 1000 NTA NTA NTA

43 NTA NTA | NTA| 1000 | NTA [ 1000 NTA NTA

44 NTA NTA | NTA| 1000 NTA NTA NTA

48 NTA NTA 500 | 125 | NTA | 500 NTA NTA

49 NTA NTA 500| 250 | 1000 | 500 NTA NTA

50 NTA NTA | NTA| 1000 NTA NTA NTA

51 NTA NTA [1000] 250 | 1000 | 500 NTA NTA
Fluconazol” 1000 - -
Tetraciclina” - - 1000
Ampicilina” - 1000 -

++: Bactericida/Fungicida; + Bacteriostatico/Fungistatico; NTA: N4o teve atividade. * Padréo de referéncia.

A investigacdo da atividade bioldgica dos 54 extratos metandlicos, revelou que apenas
15 amostras sendo duas (6 e 7) da espécie mais generalista (M. seminigra) e as outras treze da
espécie mais restritiva (M. interrupta) apresentaram alguma propriedade de inibicdo frente as
cepas.

Analisando os resultados foi possivel constatar que as amostras 48 e 49 (Taruma e
Puraquequara) apresentaram atividade bactericida (morte) da bactéria E. feacalis na
concentracdo de 500 pug/mL abaixo do padrdo e as de nimero 34 e 51 (Inpa e Puraquequara) na
concentracdo de 1000 pug/mL na mesma concentracdo da referéncia. As amostras 48, 49, 51, 34
e 7 impediram o desenvolvimento da cepa (bacteriostatica) nas concentracbes de 125, 250 e
500 pg/mL respectivamente. Todas as outras (6, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 39, 43, 50) revelaram
inibicdo na concentracdo de 1000 ug/mL igual ao padréo.

Observando as amostras 7, 49 e 51, estas ainda apresentaram atividade bactericida e
bacteriostatica nas concentragdes de 1000 e 500 pug/mL respectivamente, contra a bactéria S.
aureus. Além destas, as amostras (31, 32, 33, 34, 43, 44, 48, 49 e 51) revelaram apenas atividade
inibitdria (bacteriostatica) para o crescimento desta cepa.
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As 15 amostras apresentaram atividade antimicrobiana eficaz contra as bactérias gram-
positivas: E. feacalis e S. aureus e ndo tiveram éxito contra as gram-negativas: E. coli e P.
aeruginosa. A explicacdo esta em relacdo a estrutura celular, as bactérias gram-positivas ndo
possuem membrana externa protetora, indicando uma parede simples. Ja as gram-negativas
possuem uma membrana externa rica em (lipoproteinas, fosfolipidios e polissacarideos), isso
Ihes garante maior defesa contra as substancias quimicas de antibidticos, oriundas de extratos
vegetais e de produtos provenientes de animais (ALTERTHUM, 2015;).

O estudo realizado com extrato etanolico de geoprépolis de M. scutellaris, apresentou
atividade bactericida (morte) de S. aureus e E. faecalis nas concentracdes de acima de 1600
ug/mL e bacteriostatica (paralizagéo) de 6,25-12,25 e 800-1600 pg/mL respectivamente (DA
CUNHA et al., 2013b). Os valores encontrados com extrato MeOH, foram melhores para
atividade bactericida, causando a morte dos patdgenos nas concentragdes de 500 e 1000 ug/mL.
A atividade bacteriostética foi melhor apenas para a bactéria E. faecalis conseguindo valores
entre 125 a 1000 pg/mL.

O extrato etanolico de geopropolis de M. quadrifasciata (Lepeletier) revelou atividade
bactericida contra E. faecalis na concentragdo de 125 ug/mL sendo equivalente a encontrada
na amostra 48 do Taruma da M. interrupta (COSTA et al., 2014).

O estudo com extrato hidroalcoolico da geoprépolis de M. orbignyi apresentou valores
de inibicdo e morte para S. aureus de 6,13 ug/mL e 8,59 pug/mL. E para E. faecalis o valor de
8,17 pg/mL e de 10,9 pg/mL respectivamente. Estes valores foram muito altos frente aos
encontrados no extratos MeOH, que variaram de 0,125 a 1,0 pg/mL tanto para inibi¢cdo quanto
morte dos patégenos (DOS SANTOS et al., 2017b).

Os valores apresentados no quadro (5) mostraram que nenhuma dos extratos apresentou
atividade contra as bactérias E. coli e P. aeruginosa, e nem para os fungos C. albicans e C.
Tropicalis, na concentragcdo maxima de 1000 w/mL respeitada para o ensaio.

A dificuldade da atividade antimicrobiana contra os fungos se faz presente em outros
estudos com geopropolis do género Melipona, como evidenciado em pesquisas com o produto
oriundo das espécies de abelhas M. quadrifasciata e M. scutellaris as quais ndo apresentaram
inibicdo frente aos fungos (LIBERIO et al., 2011; FARIA et al., 2017;). A atividade
antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas esta diretamente vinculada a alta presenca de
substancias fenolicas como flavonoides e &acidos fendlicos e alguns poucos triterpenos e

benzofenonas.
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CONCLUSAO

Os extratos metanolicos obtidos a partir das geopropolis das duas espécies de abelhas,
coletadas em cinco pontos dos arredores de Manaus analisados por ESI-EM no modo negativo
revelaram seus nos seus perfis espectrais varias classes fendlicas: flavonoides glicosilados,
benzofenonas, acidos fendlicos e derivados. Os dados obtidos foram aplicados as técnicas ndo
supervisionadas da Quimiometria (HCA e PCA) evidenciando a separacdo das amostras de M.
seminigra e M. interrupta em trés grupos responsaveis pela tipificacdo das amostras. A analise
qguimiomeétrica revelou que a distincdo quimica das geopropolis ocorreu por regido na qual as
abelhas estavam inseridas, onde o Brasileirinho e Iranduba estdo mais propensos a possuirem
benzofenonas preniladas, o Inpa com flavonoides (excelentes antioxidantes) e Puraquequara e
Taruma com &cidos fendlicos.

Os fingerprints obtidos dos extratos metanolicos por RMN foram explorados e também
aplicados aos métodos quimiomeétricos revelando a formac&o de quatro grupos para as amostras
de M. seminigra tipificando as regiGes através dos bucketings que cada um pertencia, 0s
deslocamentos quimicos corroboraram com as classes de substancias propostas por ESI-EM e
LC-MS, sendo encontrados dois flavonoides, uma benzofenona e um &cido fendlico. Néo foi
possivel aplicar os parametros de analise quimiométrica aos individuos amostrais da espécie M.
interrupta, visto que seus fingerprints de RMN foram bem semelhantes quanto aos sinais de
deslocamentos quimicos para os flavonoides definidos nos espectros da espécie M. seminigra
da regido do Inpa.

A confirmacdo da presenca das substancias foi definida pela técnica de LC-MS que
revelou a massa exata das mesmas, além da identificacdo de mais vinte e oito substancias de
quatro classes quimicas. As analises por CG/EM revelaram que as fases hexanicas de ambas
espécies eram ricas em ésteres metilicos e terpenos.

Os ensaios apresentaram valores de atividade antimicrobiana satisfatérios para duas
amostras de M. seminigra e treze amostras de M. interrupta frente aos patdgenos S. aureus e E.
faecalis com valores de inibi¢do variando entre 125, 250, 500 a 1000 pg/mL. J& as os ensaios
antioxidantes apresentaram resultados otimistas com valores de CI50 variando entre 40 a 280
ug/ mL para ambas as espécies.

O estudo contribuiu para o conhecimento cientifico a respeito dos constituintes quimicos
e das propriedades bioldgicas presentes na geopropolis de ambas as espécies muito utilizadas

na regido Amazénica, enriquecendo o produto fornecido por essas abelhas.
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APENDICE

Principais estruturas das subtancias identificadas utilizando as técnicas de RMN, EM e LC-MS
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