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1. INTRODUCAO

Prépolis € uma resina de coloracdo e consisténcia variada produzida pelas abelhas, a
partir da mistura de substincias coletadas de diferentes partes das plantas, como brotos,
botdes florais e exsudados resinosos, com as secrecdes produzidas em seu organismo.
E utilizada pelas abelhas para fechar pequenas frestas da colméia, protegé-la contra a invasio
de insetos, microrganismos e embalsamar insetos mortos (Ghisalberti, 1979).

Dentre os produtos oriundos das abelhas tais como mel, geléia real, pdlen, entre
outros, a propolis vem se destacando tanto pelas suas propriedades terapéuticas como
atividade antimicrobiana, antiinflamatéria, cicatrizante, anestésica (Ghisalberti, 1979;
Bankova et al., 1989), anticariogénica (Park et al.,1998a, 1998b; Koo et al., 1999), antiviral,
antitlcerativa, hipotensora (Marcuccci, 1995), quanto pela possibilidade de aplicagdo nas
industrias farmacéutica e alimenticia, na forma de alimentos funcionais (Ackermann, 1991).

A prépolis € um material de amplo mercado e hoje € o produto apicola brasileiro mais
exportado, principalmente para o mercado asidtico. O valor deste produto esta relacionado a
sua composi¢do quimica e atividades bioldgicas, as quais variam em funcdo da vegetacao da
qual foram coletadas as resinas para sua elaboragdo (Pereira et al., 2002).

As atividades terapéuticas da prépolis podem ser atribuidas as diversas classes de
compostos como, ligndides, carboidratos, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos,
flavondides e acidos fenodlicos. Sendo estes dltimos os principais responsdveis pelas suas
propriedades bioldégicas (Marcucci, 1995; Bankova et al., 1998).

A prépolis possui atividade antibacteriana principalmente contra bactérias Gram-
positivas. Esta atividade € conferida a presenca de flavondides, dcidos fendlicos e ésteres
presentes na resina (Burdock, 1998), mas a relacdo entre a estrutura e a atividade

antibacteriana da prépolis € desconhecida (Marcucci et al., 2001).



A diversidade quimica da prépolis € determinada pela flora visitada pelas abelhas,
época de coleta e também pelo tipo de abelha. Sua composicio quimica depende
especificamente da diversidade da flora local, isso explica a grande diversidade quimica da
propolis, especificamente a préopolis de regides tropicais (Bankova, 2005). Uma menor
variacdo da composi¢cao quimica é observada nas regides temperadas, como na Europa onde
seus principais compostos bioativos sdo os flavonédides (Koening, 1985).

Diversos trabalhos ja foram publicados sobre a origem vegetal de tipos de propolis
brasileira como prépolis verde. A andlise quimica comparada entre amostras de prépolis verde
e amostras de alecrim do campo, Baccharis dracunculifolia, concluiram que este vegetal € a
fonte encontrada pelas abelhas para a producdo da prépolis verde (Teixeira et al., 2005).

Em paises da América do Sul, existem espécies de abelhas sem ferrdo, da tribo
Meliponini, que coletam materiais resinosos das plantas e os misturam com cera, produzida na
colméia e ainda com barro ou terra formando o geoprdpolis. As abelhas nativas sdo
geralmente pequenas, menores do que abelhas do género Apis, e estdo agrupadas em dois
géneros principais: Melipona e Trigona (Kerr, 1987).

Pouco € conhecido acerca da composicao quimica de geoprépolis tropical. Compostos
fendlicos de geoprdpolis de cinco espécies de abelhas da Venezuela foram descritos por
Tomas-Barberan et al.,, (1993), onde predominam substiancias do tipo benzofenonas
preniladas.

Bankova et al. (1998), descreveram a constituicio quimica de geoprépolis brasileiro
(Estados do Piaui e Parand) de trés diferentes abelhas encontradas no Brasil, Melipona
compressipes, Melipona quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes, onde identificaram
mais de cinqgiienta compostos, das classes dos acidos graxos, dcidos aromaticos, flavondides,

diterpenos e triterpenos.



No Maranhdo, ha cultivo tanto de meliponineos, como de Apis mellifera, abelha
africana introduzida no Brasil. Dentre os meliponineos, Melipona fasciculata Smith,
popularmente conhecida como titiba, ocupa lugar de destaque em todo o estado do Maranhdo,
principalmente na produ¢do de mel e geoprdpolis. Essa espécie vem sendo cultivada ha
séculos pela populacido indigena maranhense, que dela vem retirando produtos importantes
como mel, cera e geopropolis. Sdo criadas comercialmente em agrupamentos de colOnias,
denominados melipondrios, os quais constituem a meliponicultura (Kerr, 1987; Freire, 1995;
Nogueira-Neto, 1997).

A criacdo de abelhas no estado do Maranhdo retine algumas caracteristicas bastante
favoraveis. O Estado possui um grande numero de ecossistemas, tais como: restinga,
manguezais, cocais, caatinga, floresta tropical imida, cerrado, campos rupestres € campos
alagaveis. Dessa forma, a matéria prima que serve de suporte para o trabalho das abelhas,
origina-se na abundante biodiversidade regional.

Estudos desenvolvidos pelo grupo de produtos naturais compostos por pesquisadores
da Universidade Federal do Maranhdo - UFMA e Universidade Estadual do Maranhdo -
UEMA no estado do Maranhdo demonstraram as caracteristicas sensoriais assim como a
presenca de compostos fendlicos, terpenos e saponinas em amostras de geoprdpolis de
Melipona fasciculata Smith, coletadas em municipios de diferentes regides geogrificas do
estado (Nogueira et al., 2004; Nogueira, 2005). Gomes et al. (2003); Gomes; Borges (2004) e
Gomes (2005) demonstraram as atividades analgésica, antiinflamatéria e antiedematogénica
do extrato hidroalcodlico de geoprdpolis de titiba, produzido no estado do Maranhdo. Duailibe
(2004), em trabalhos experimentais, demonstrou que o bochecho da solu¢do do extrato
hidroalcodlico de geoprdpolis de titiba, diminuiu em 48,5% o nuimero de coldnias de

Streptococcus mutans na saliva de pacientes, determinando a¢do anti-cariogénica.



Maciel (2005) utilizando extrato de geopropolis demonstrou atividade antimicrobiana
in vitro contra patdgenos orais, sugerindo o uso deste extrato como método auxiliar no
tratamento das doencas periodontais. Dutra et al. (2005) determinaram os teores de
flavondides em extrato hidroalcodlico de geopropolis de tiiba cultivadas na Baixada
Maranhense.

O governo do estado do Maranhdo inseriu nos ultimos anos a apicultura e a
meliponicultura dentro dos arranjos produtivos como dreas estratégicas, para desenvolver e
alavancar a agricultura familiar do Estado (BNB, 2001). Essas atividades sdo consideradas,
hoje, uma das grandes opcdes para a regido nordestina, especialmente no estado do Maranhao,
por sua posi¢cdo geografica, por possuir diversidade floristica nos diferentes ecossistemas, por
explorar o potencial nativo da flora e gerar trabalho e renda ao homem do campo.

A caracterizacdo e a padronizacdo quimica da geoprdpolis, levando em conta as
condi¢des ambientais em que sdo produzidas, sdo fundamentais para melhorar a qualidade

desses produtos e dar garantia as pessoas que 0s consomem.



2. OBJETIVOS
2.1 Geral:

e Determinar parametros fisicos, fisico-quimicos e quimicos para caracterizacdo,
controle de qualidade e padronizacdo de geoprdpolis produzido pela abelha titba
(Melipona fasciculata Smith) cultivada em municipios do estado do Maranhao.

2.2 Especificos:

¢ Quantificar os teores de compostos fendlicos no extrato hidroalcodlico de geoprépolis
de titiba (Melipona fasciculata Smith).

¢ (Quantificar os teores de flavondides no extrato hidroalcodlico de geopropolis de titiba
(Melipona fasciculata Smith).

e Avaliar os caracteres fisico-quimicos do geoprépolis e extrato hidroalcodlico de
geopropolis de tiiba (Melipona fasciculata Smith).

e Contribuir para o estabelecimento de parametros para controle de qualidade relativo
aos teores de compostos fendlicos e flavondides para o extrato hidroalcodlico de
geopropolis de Melipona fasciculata Smith.

¢ Contribuir com informagdes cientificas para a producao de geopropolis de Melipona

fasciculata Smith dentro de padrdes de qualidade.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESUMO: Melipona fasciculata Smith é uma abelhas nativa, social e sem ferrdo que
produz cera, mel e geopropolis. O presente trabalho objetivou caracterizar, do ponto de
vista farmacogndstico o geoprépolis de Melipona fasciculata, coletado em melipondrios
nos municipios de Arari, Sdo Bento e Sdo Jodo Batista, da Baixada Maranhense, no estado
do Maranhdo, visando estabelecer dados para o controle de qualidade e padronizagcdao do
produto. A metodologia utilizada constou de analises sensoriais, abordagem quimica,
perfis cromatograficos e determinagdo dos teores de flavondides. Os resultados
demonstram que o geoprdpolis apresenta caracteristicas sensoriais similares as encontradas
para propolis de Apis mellifera, presenca de compostos fendlicos em maior concentracao,
além de substancias da classe dos terpenos e saponinas e auséncia de alcaldides. Os perfis
cromatogréificos indicaram que a composi¢ao e concentracdo das substancias quimicas sao
diferentes entre as amostras. Os teores de flavonéides variaram de 0,17-2,6%, os quais para
a maioria das amostras apresentaram valores acima do minimo exigido pela legislacdao
brasileira para prépolis de Apis mellifera. Os dados encontrados sugerem que as variagoes
qualitativa e quantitativa de flavondides e outros constituintes quimicos no geoprépolis sao
fortemente afetados pela flora visitada pelas abelhas, regido geografica e fatores
ambientais.

Unitermos: Geoprépolis, Melipona fasciculata, flavondides, controle de qualidade,

padronizacao.



ABSTRACT: ‘“Pharmacognostic evaluation of geopropolis of Melipona fasciculata
Smith at Baixada Maranhense, Brazil”’. Melipona fasciculata Smith is a native, social,
stingless bee specie that produces wax, honey and geopropolis. This work aimed to do a
pharmacologic evaluation of Melipona fasciculata geopropolis, collected in beehives in the
municipal districts of Arari, Sao Bento and Sao Joao Batista, in Baixada Maranhense, in the
state of Maranhdo, seeking to obtaining basis for the quality control and standardization of
the product. The methodology used included the accomplishment of sensorial analyses,
chemical approach, chromatographic profiles and determination of the flavonoids tenors.
The results demonstrate that the geopropolis have sensorial characteristics similar to the ones
found for propolis of Apis mellifera, presence of phenolic compounds in larger
concentration, besides substances of the class of the terpenes and saponins and absence of
alkaloids. The chromatographic profiles indicated that the composition and concentration of
the chemical substances are different among the samples. The flavonoids tenors ranging
between 0.17-2.6%. The tenor for most of the samples presented values above the minimum
demanded by the Brazilian legislation for propolis of Apis mellifera. The found data suggest
that the qualitative and quantitative variations of flavonoids and other chemical substances in
geopropolis are strongly affected for the flora visited by the bees, geographical area and
environmental factor.

Keywords: Geopropolis, Melipona fasciculata, flavonoids, control quality, standartization.



INTRODUCAO

Os meliponineos, abelhas nativas, sociais e sem ferrdo, ocupam grande parte das
regides de clima tropical no planeta, especialmente na América do Sul. No Brasil sdo
conhecidas mais de 400 espécies de abelhas nativas, as quais sdo responsaveis em 90% pela
polinizacdo de vegetais nativos. No estado do Maranhdo, Melipona fasciculata Smith (tiuba)
ja vem sendo cultivada hé séculos pela populacdo indigena, para produgdo de mel. Atualmente
sdo criadas comercialmente em agrupamentos de colonias, denominados melipondrios, que
constituem a meliponicultura (Kerr, 1987; Freire, 1995; Nogueira-Neto, 1997).

Melipona fasciculata Smith coleta material resinoso das plantas e traz para sua
colméia, mistura com cera e barro ou terra formando o geoprépolis (Kerr, 1987),
diferentemente da propolis produzida pela Apis mellifera, abelha introduzida no Brasil. Dentre
os produtos apicolas a propolis vem se destacando tanto pelas suas propriedades terapéuticas
como antimicrobiana, antiinflamatdria, analgésica, cicatrizante, anticariogé€nica e anestésica,
quanto pela possibilidade de aplicacdo na industria alimenticia e farmacéutica (Ghisalberti,
1979; Bankova et al., 1989; Park et al., 1998a,b; Koo et al., 1999).

Os efeitos terapéuticos da propolis t€ém sido atribuidos aos diversos compostos
polifendlicos que a compdem. Entre eles, os flavondides e 4cidos fendlicos podem ser
considerados os principais compostos (Marcucci, 1995). Silva et al. (2006) demonstraram a
correlacdo entre os niveis de compostos fendlicos de extratos de prépolis brasileiras e suas
atividades antimicrobianas.

Estudos sobre composi¢do quimica e a¢do farmacoldgica de geopropolis tropical sdo
escassos. Tomas-Barberan et al. (1993) descreveram compostos fendlicos de geoprépolis de

cinco espécies de abelhas da Venezuela.



Bankova et al. (1998) identificaram mais de cinqiienta compostos, principalmente
fendlicos e terpénicos de geoprdpolis brasileiro, produzido pelas abelhas Melipona
compressipes, Melipona quadrifasciata anthidioides e Tetragona clavipes.

O estado do Maranhdo apresenta um forte potencial apicola e meliponicula mas,
pesquisas cientificas relacionadas aos temas sdo incipientes, o que justifica o estudo das
caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e farmacolégicas do geoprépolis maranhense.
Nogueira et al. (2004a,b) demonstraram que o geoprdpolis maranhense tem cheiro, odor e
sabor caracteristico, € rico em substancias quimicas das classes dos compostos fendlicos e dos
triterpenos. Gomes et al. (2003) demonstraram as atividades antiinflamatdria e analgésica do
extrato hidroalcoolico de geoprépolis da tidba. Duailibe (2004) demonstrou que o uso de
bochecho da solucdo do extrato alcodlico de geoprépolis da titiba diminuiu em 48,5% o
nimero de colonias de Streptococcus mutans, na saliva dos pacientes.

O governo do estado do Maranhdo inseriu nos ultimos anos a apicultura e a
meliponicultura dentro dos arranjos produtivos como dreas estratégicas, para desenvolver e
alavancar a agricultura familiar do estado (BNB, 2001). Essas atividades sdo consideradas,
hoje, uma das grandes opcdes para a regido nordestina, especialmente no estado do Maranhao,
por sua posicdo geogrifica, por possuir grande nimero de ecossistemas, por explorar o
potencial nativo da flora e por gerar trabalho e renda a0 homem do campo.

A caracterizagdo e a padronizacdo quimica do geoprdpolis, levando em conta as
condi¢des ambientais em que sdo produzidos, sdo fundamentais para melhorar a qualidade

desses produtos e dar garantia as pessoas que 0S compram € 0s consomem.



No presente trabalho objetivou-se caracterizar do ponto de vista farmacogndstico o
geopropolis de Melipona fasciculata (tidba), coletados em melipondrios nos municipios de
Arari, S3o Bento e Sdo Jodo Batista, localizados na regido da Baixada Maranhense,
procurando estabelecer parametros sensoriais, perfis cromatogréficos e teores de flavondides,

como base para obten¢do de dados para o controle de qualidade e padronizagdo do produto.

MATERIAL E METODOS
Coleta de material

As amostras de geoprdpolis de Melipona fasciculata Smith, foram coletadas com
auxilio de espatulas esterilizadas, diretamente em melipondrios de diferentes localidades dos
municipios de Arari, S3o Jodo Batista e Sao Bento, da Baixada maranhense, Brasil, no final
da estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca, durante o més de agosto de 2003. Foram
acondicionados, isoladamente em frascos de vidro ambar esterilizados e mantidos sob
refrigeracdo, as quais foram denominadas 1-7 respectivamente.

Os municipios da Baixada maranhense sdao formados por diferentes ecossistemas, como

manguezais, campos inunddveis, lagoas, babacuais e florestas (Moura, 2004).
Anélises sensoriais

As amostras de geoprdpolis apds coleta foram submetidas a andlises sensoriais de:
aroma, cor e sabor (Marcucci, 1998; Brasil, 2001).
Preparacao dos extratos organicos de geopropolis

Os geopropolis de cada localidade separadamente foram triturados em turbolizador e
macerados em etanol a 70%, por 24h, filtrados para separagdo da parte inorganica (terra),
obtendo-se solu¢des hidroalcodlicas de geoprdpolis, as quais foram concentradas em

evaporador rotativo e seco até peso constante. Os extratos hidroalcodlicos de geoprépolis



(EHAG) foram acondicionados em frascos ambar e mantidos sob refrigeracdo para as
posteriores andlises.
Abordagem quimica dos EHAG

Os EHAG foram submetidos a abordagem quimica para verificacdo de compostos das
classes dos compostos fendlicos, alcaldides, terpenos e saponinas (Matos, 1997).
Perfil cromatografico dos EHAG

Os EHAG (5uL) foram submetidos a cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC), utilizando-se placas silica gel 60GF;s4 4+ 366 (Merck), usando hexano-acetato de etila
(60:40, v/v) como fase movel. A visualizacdo das manchas foi efetuada por exposi¢do da
placa a luz UV (254 e 366 nm). A revelacdo dos flavondides, foi realizada através de
borrificagdo com solucdo alcodlica de AICl; 1% (Wagner; Bladt, 1996). As placas foram
documentadas por fotografia digital.
Determinacao da concentracao total de flavondides dos EHAG

A concentracdo de flavondides foi determinada utilizando AICl; para formar o
complexo, usando espectrofotometro Cary 50 UV-VIS a 425 nm. Concentracdes de
quercetina (Merck) foram usadas como padrdes e os resultados obtidos foram expressos como
grama (g) de quercetina por 10 mL de extrato hidroalcodlico de geoprépolis (%) (Woisky;
Salatino, 1998; Chaillou et al., 2004; Funari; Ferro, 2006).
Anadlise Estatistica

Todas as andlises espectrofotométricas foram realizadas em triplicatas. Com esses
resultados foi feita Andlise de Varidncia (ANOVA) seguida do teste de comparacdes
multiplas (Newman-Keuls) utilizando o software Graph Pad Prism, versdo 4.03, tomando-se o

valor de p < 0,05 como nivel mdximo de significancia estatistica (Sokal; Rohlf, 1996).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os geopropolis apresentaram-se como fragmentos rigidos de diferentes tamanhos, com
granulometria heterogénea (Figura 1), inodoros, coloragdo marrom escuro e sabor amargo,
conforme dados da Tabela 1. Constatou-se que a predominincia de terra nas amostras nao
permite uma diferenciacdo sensorial.

As andlises sensoriais dos EHAG estdo descritos na Tabela 2. As amostras 1-5
possuem cor marrom escuro, odor resinoso a adocicado e sabor insipido, enquanto as
amostras 6-7 apresentam odor adocicado, sabor amargo e cor marrom escuro. Esses caracteres
sdo similares aos encontrados para a propolis de Apis mellifera, coletadas em diferentes
regides brasileiras (Marcucci, 1995; Park et al., 2002; Franco et al., 2000; Funari; Ferro,
2006).

Os rendimentos dos processos extrativos das amostras de geoprdpolis obtidos por
maceracao em etanol a 70% (v/v) variaram entre 1,10-5,83% (Tabela 3). Bankova et al.
(1998) submeteram amostras de geopropolis de Melipona compressipes coletadas no
municipio de Picos-Pl a maceracdo em etanol a 70% (v/v), obtendo rendimento de 5% de
extrato seco, enquanto que amostras de geopropolis de Melipona quadrifasciata anthidioides
do municipio de Prudentépolis-PR, tiveram rendimento de 17%. Estudos realizados por
Cunha et al. (2004) indicam que o maior rendimento nos processos de extragdo de propolis
por maceragdo ocorre nos sistemas onde a proporcao de etanol € igual ou superior a 70%
(v/v).

A tiuba utiliza além do material retirado das plantas, terra para formar o geoproépolis,
cujo teor variou aproximadamente entre 94-98% (Tabela 4), diferentemente de outras espécies
de Apidae, como Apis mellifera, que utilizam material das plantas e adicionam cera e

secrecoes salivares para formar a prépolis.



A abordagem quimica dos extratos hidroalcodlicos de geoprépolis indicou a presenca
de substancias das classes dos compostos fendlicos, dos triterpenos e das saponinas (Tabela 5)
predominando maior concentracdo de compostos fendélicos nas amostras 1-3, diminuindo a
concentracdo dos mesmos nas amostras 5-7. Substancias fenodlicas estdo presentes em propolis
de Apis mellifera européias e sul-americanas (Greenaway et al., 1990; Marcucci et al., 1998;
Woisky; Salatino, 1998; Bankova et al., 2000) e em geopropolis brasileiras das abelhas

Melipona compressipes (Picos-Pl), Tetragona clavipes e Melipona quadrifasciata
anthidioides (Prudentépolis-PR) (Tomas-Barberan et al., 1993; Bankova et al., 1998).
Somente as amostras 1, 2, 5 e 6 apresentaram reacdo fracamente positiva para triterpenos e
saponinas. Substancias triterpénicas t€ém sido detectadas em propolis tropicais de Apis
mellifera e geoprépolis (Bankova et al., 2000; Silva et al., 2005). Nao foram detectados
alcal6ides nas amostras analisadas.

Na Figura 2 estdo apresentados os perfis cromatograficos dos EHAG. As amostras 1-7
analisadas por CCDC e reveladas com lampadas UV indicaram presenca de manchas
fluorescentes em cada amostra. A intensificacdo das fluorescéncias nas manchas, apds
borrificagdo com AICl; 1%, comprova a presenca de substancias flavonoidicas. A presenca
dos flavondides foi confirmada pelo doseamento dos mesmos utilizando ensaios
espectrofotométricos.

Os teores de flavondides encontrados nas amostras variaram entre 0,17-2,67% (Tabela
6). Constatou-se que a amostra 2 apresenta o maior teor de flavondides (2,67%), que de
acordo com a legislacdo brasileira para classificacdo de propolis de Apis mellifera, pode ser
considerada como de alto teor de flavondides. As amostras 1 (1,77%), 5 (1,12%), 6 e¢ 7
(0,61%), apresentaram valores acima do teor médio exigido pela legislacdo. Enquanto as

amostras 3 e 4 apresentaram 0,17% de flavonéides, podendo ser classificadas de propolis de



baixo teor, conforme exigido pela referida legislacao (Brasil, 2001; Funari; Ferro, 2006).
Ressalta-se a falta de legislacao para produtos de outras espécies de abelhas.

Os resultados da andlise estatistica, evidenciaram diferencas significativas entre os
EHAG 1, 2,5, 6 e 7 para o teor de flavonodides (p < 0,001), entretanto entre os EHAG 3 e 4 a
diferenca ndo foi significativa (p > 0,05).

A variacdo qualitativa e quantitativa de flavondides e outros constituintes quimicos
em propolis e geopropolis € fortemente afetadas pela flora visitada pelas abelhas, regido
geografica e fatores climaticos (Teixeira et al., 2003; Bankova, 2005; Gomes-Caravaca et al.,
2006). Considerando que a regido da Baixada maranhense € formada por ecossistemas
heterogéneos, constituindo-se de litoral atlantico, reentrincias e manguezais, lagoas e terras
alagadas, terrenos altos com capoeiras, babacuais e mata (Moura, 2004), é justificada a
variagdo destes constituintes quimicos.

Os resultados obtidos permitem obter pardmetros de controle qualidade para o
geopropolis e seus derivados da Baixada maranhense. Considerando que a regido € uma
grande produtora de mel, produto base do negdcio apicola e meliponicula, o conhecimento do
perfil de qualidade agrega valores a mais um produto deste setor, contribuindo para o

desenvolvimento do agronegdcio no estado do Maranhdo.
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Figura 1. Geoprépolis de Melipona fasciculata Smith (tiiba)



Tabela 1. Caracteristicas sensoriais do geoprépolis

Amostra Municipio Aroma Cor Sabor
1 Arari Inodoro Marrom escuro Amargo
2 Arari Inodoro Marrom escuro Amargo
3 Arari Inodoro Marrom escuro Amargo
4 Arari Inodoro Marrom escuro Amargo
5 Arari Inodoro Marrom escuro Amargo
6 Sdo Jodo Batista Inodoro  Marrom escuro Amargo
7 Sdo Bento Inodoro Marrom escuro Amargo




Tabela 2. Caracteristicas sensoriais dos extratos hidroalcodlico de geopropolis

Amostra  Municipio Aroma Cor Sabor

1 Arari Resinoso Marrom escuro  Insipido
2 Arari Adocicado Marrom escuro  Resinoso
3 Arari Resinoso Marrom escuro  Insipido
4 Arari Adocicado Marrom escuro  Picante

5 Arari Adocicado Marrom escuro  Resinoso
6 Sao Jodo Batista Adocicado Marrom escuro ~ Amargo
7 Sdo Bento Adocicado Marrom escuro  Amargo




Tabela 3. Rendimento do processo extrativo do extrato hidroalcodlico de
geopropolis
Amostra  Extrato seco de Rendimento (%)
geopropolis (g)

1 1,97 1,36
2 11,80 5,83
3 2,30 1,36
4 1,95 1,53
5 12,54 1,10
6 8,44 2,04
7 20,10 2,68




Tabela 4. Teor de material inorganico (terra) nas amostras de geopropolis

Amostra Municipio Geopropolis(g) Material Teor da parte
Inorganico(g) Inorganica(%)

1 Arari 144,80 142,83 98,63

2 Arari 1915,00 1803,20 94,16

3 Arari 168,50 166,20 98,63

4 Arari 127,30 125,35 98,46

5 Arari 1131,90 1119,35 98,89

6 Sao Bento 413,00 404,56 97,95

7 Sdo Jodo Bento 747,70 727,60 97,30




Tabela 5. Abordagem quimica dos extratos hidroalcodlicos de geoprépolis

Amostra  Compostos Fendlicos ~ Triterpenos Saponinas Alcaléides
1 +++ + + -
2 +++ + + -
3 +4++ - - -
4 + + - - -
5 + + + -
6 + + + -
7 + - - -

Nota: (+) Presenca + + + fortemente positivo
++ positivo
+ fracamente positivo
(-) Auséncia



Figura 2. Cromatograma dos EHAG (1-7) de geoprdpolis de Melipona
fasciculata Smith (titba) dos municipios da Baixada Maranhense.
Aliquota aplicado: SuL. Fase mdvel:hexano/ acetato de etila 6:4; Fase
estaciondria: silica gel 60F,s4 4 366;  Visualizacdo/revelagdo: luz UV ;54
am e 366nm+ Solucdo alcodlica de AlCI;1%



Tabela 6. Teor de flavondides dos extratos hidroalcodlicos de geopropolis

Amostra  Municipio Flavonéides (%)™ "
1 Arari 1,77 £ 0,03
2 Arari 2,67 £0,01
3 Arari 0,17 £0,01
4 Arari 0,17 £0,01
5 Arari 1,12 £ 0,01
6 Sédo Jodo Batista 0,61 0,01
7 Sao Bento 0,61 +0,01

* Resultados representam médias + desvio padrio (n = 3)
® Expressos como equivalente de quercetina
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RESUMO: Na América do Sul, existem espécies de abelhas sem ferrdo, da subfamilia
meliponinae, tribo meliponini, que coletam material resinoso das plantas, trazem para suas
colméias e misturam com cera mais barro ou terra formando o geoprdpolis. Dentre estas,
temos Melipona fasciculata Smith, que ocorre no Brasil, especialmente no estado do
Maranhdo, conhecida popularmente como tiiba e ja cultivada hd séculos pela populacdo
indigena, para producdo de mel, cera, pélen e geoprdpolis. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer métodos de controle de qualidade para o geoprépolis e extrato hidroalcodlico de
amostras de geoprépolis de Melipona fasciculata (tiiba), produzidas em municipios do estado
do Maranhdo e pertencentes as regides da Baixada Maranhense, Cerrado meridional e
Amazonia maranhense, por meio de andlises sensoriais, abordagem quimica, teores de fendis
e flavondides totais. Os resultados demonstram que o geoprdpolis e o extrato hidroalcodlico
de geoprdpolis apresentam caracteristicas sensoriais similares aos encontrados para Apis
mellifera, presenca de compostos fendlicos em maior concentracio, além de substancias da
classe dos terpenos e saponinas e auséncia de alcaldides nas amostras. Os teores de fendis e
flavondides para a maioria das amostras apresentaram valores acima do minimo exigido pela
legislacao brasileira para propolis de Apis mellifera. Esses dados sugerem que essas variagcoes
sdo afetadas pela flora visitada, pela espécie de abelha, regido geografica e fatores ambientais.
Unitermos: Geoprdpolis, abelhas nativas, Melipona fasciculata, fendlicos, flavondides,

controle de qualidade.



ABSTRACT: “Physicochemical characteristics of the extracts geopropolis of the
Melipona fasciculata Smith (tiuba) of different geographic regions of the Maranhao,
Brazil”. In South America, there are species of stingless bees without sting of the type
meliponinae, tribo meliponini, that collect resinous material of the plants, bring them for her
beehives and mix them with beeswax and mud or earth, producing geopropolis. Among these,
there is the Melipona fasciculata Smith, that exists in Brazil, especially in Maranhdo state,
known popularly as tiuba and already produced for centuries by Maranhao indigenous
population, for the production of wax, pollen and geopropolis. The aim of this work was to
establish methods of quality control for the extract of geopropolis of Melipona fasciculata
(tiuba), cultivated in municipal districts of the state of Maranhao, belonging to the areas of
Baixada maranhense, southern Savannah and Maranhao’s Amazonia, through a sensorial
analysis, chemical approach, content of total phenols and flavonoids. The results demonstrate
that geopropolis presents sensorial characteristics similar to the ones found for Apis
mellifera, presence of phenolic compounds in larger concentration, besides substances of the
class of the terpenes and saponines and absence of alkaloids in the samples. The content of
phenols and flavonoids for most of the samples presented values above the minimum
demanded by the Brazilian legislation for propolis of Apis mellifera. These data suggest that
these variations are affected by the visited flora, by the bees species , geographical area and
environmental factors.

Keywords: Geopropolis, Stingless bees, Melipona fasciculata, Flavonoids, Phenols, Control

quality.



INTRODUCAO

Geopropolis € um produto escuro formado por abelhas sociais, indigenas, sem ferrdo
(Apidae, Meliponinae, Meliponini) que coletam material resinoso das plantas € misturam com
cera e barro. As abelhas sociais da familia Apidae se dividem em 04 sub-familias: Apinae,
Bombinae, Euglossinae e Meliponinae. Essa ultima tem duas tribos, Meliponini e Trigonini.
Tribo Meliponini possui um tnico género Melipona, com mais de 50 espécies, distribuidas na
América do Sul. Dentre estas, temos Melipona fasciculata Smith que ocorre no Brasil,
especialmente no estado do Maranhao, conhecida popularmente como titba e ja cultivada ha
séculos pela populacdo indigena, para producdo de mel, cera, pdlen e geoprdpolis.
Geopropolis € utilizado pelas abelhas para selar as frestas da colméia, protecdo e assepsia, a
semelhanga do uso de prépolis produzido por Apis mellifera da sub-familia Apinae (Kerr,
1987; Freire, 1995; Nogueira-Neto, 1997).

Os meliponineos s3o criados comercialmente em grupamentos de coldnias
denominadas melipondrios, constituindo a meliponicultura, uma atividade econdmica em
franca expansdo no Brasil, especialmente na Amazonia e alguns estados brasileiros como no
Maranhao (Nogueira-Neto, 1997; BNB, 2001).

Prépolis e seus constituintes quimicos obtidos de Apis mellifera exibem uma extensa
variedade de propriedades farmacoldgicas como antiinflamatéria, antimicrobiana,
antioxidante, anti-neopldsica, anestésica, anticariogénica e antiviral (Ghisalberti, 1979;
Bankova et al., 1989; Marcuccci, 1995; Park et al., 1998a,b; Koo et al., 1999; Da Silva et al.,

2006).



Essas atividades terapéuticas sdo associadas com compostos fendlicos, especialmente
flavondides e acidos fendlicos (Marcucci, 1995; Bankova et al., 1998, Marcuccci et al., 1998;
Tazawa et al., 1999; Marcucci et al., 2000; Silva et al., 2005), embora alguns compostos
terpénicos tenham sido implicados nas acdes farmacolédgicas (Matsuno, 1995; Bankova et al.,
1996; Pereira et al., 1999).

A literatura registra mais de 300 compostos quimicos, incluindo os fendlicos e outras
classes de compostos nas revisdes das atividades bioldgicas, farmacolégicas e composi¢dao
quimica de prépolis (De Castro, 2001; Almeida; Meneses, 2002; Santos et al., 2002).
Diferencas significativas t€m sido encontradas na composi¢do quimica de amostras de
propolis tropicais coletadas em diferentes localidades (Aga et al., 1994; Bankova et al.,
1995; Bankova et al., 1996; Boudorova-Krasteva et al., 1997; Franco et al., 2000; Cunha et
al., 2004).

Estudos quimicos e farmacoldgicos de geoprdpolis sdo escassos. Tomas-Barberan, et
al. (1993) identificaram em amostras de geoprépolis de Melipona compressipes criadas na
Venezuela, substincias fendlicas, benzofenonas preniladas. Bankova, et al. (1998)
identificaram mais de cinqiienta compostos principalmente fendlicos e terpenos em
geopropolis brasileiro, obtidas das abelhas Melipona compressipes, Tetragona clavipes e
Melipona quadrifasciata anthidioides.

Trabalhos experimentais t€m demonstrado que o extrato hidroalcodlico de geoprépolis
de Melipona fasciculata da regido da Baixada maranhense tem cheiro, odor e sabor
caracteristicos, € rico em substincias quimicas das classes dos compostos fendlicos e
triterpenos (Nogueira et al., 2004a,b; Dutra et al., 2005). Gomes et al. (2003) e Gomes (2005)

demonstraram atividades antiinflamatdria e analgésica do extrato alcodlico de geoprépolis.



Duailibe (2004) demonstrou que o uso de bochecho da solucdo do extrato alcodlico
geopropolis da tiuba diminuiu 48,5% o numero de colonias de Streptococcus mutans, na
saliva de pacientes, atuando como auxiliar no tratamento e na prevencao da cdrie. Maciel
(2005) utilizando extrato de geoprdpolis observou atividade antimicrobiana in vitro contra
patégenos orais, permitindo o uso do extrato de geoprépolis como método auxiliar no
tratamento das doengas periodontais.

Popova et al. (2004) tem caracterizado a prépolis de Apis mellifera como do tipo
poplar por trés parametros: conteudos de flavonas e flavanois, de flavonas e dihidroflavanois
e fendlicos totais. As propolis tropicais possuem alto teor de compostos fendlicos, o que
permite que a sua qualidade seja classificada pela legislacdo brasileira pelo teor destes
compostos (Brasil, 2001).

Diferente dos outros estados brasileiros, o Maranhdo localiza-se numa regidao de
transi¢do entre a floresta amazonica, o cerrado do Planalto Central e as caatingas nordestinas.
Essa posi¢do peculiar faz com que o estado adquira grande importancia do ponto de vista
ecoldgico, pois, associado a este mosaico fitogeogrifico, deve ocorrer superposi¢do e
interagdes de elementos faunisticos destas trés macrorregides (Rebélo et al., 2003).

Levando-se em considera¢do que o estado do Maranhdo apresenta um forte potencial
para atividade da meliponicultura, mas sua pesquisa nesta drea ainda € incipiente, este
trabalho objetivou determinar a composi¢do quimica e caracteristicas sensoriais de
geopropolis de Melipona fasciculata produzidas no estado do Maranhdo, como parametros

para classificacdo da qualidade do produto.



MATERIAIS E METODOS
Coleta de material

As amostras de geopropolis de Melipona fasciculata Smith, foram coletadas com
auxilio de espdtulas esterilizadas, diretamente em melipondrios localizados em diferentes
localidades dos municipios da Baixada Maranhense, Cerrado meridional e Amazdnia
maranhense, no final da estacdo chuvosa e estacio seca, durante os meses de julho a outubro
de 2003 a 2005. Foram acondicionados isoladamente em frascos de vidro ambar esterilizados
e mantidos sob refrigeracao, as quais foram codificadas de 1-18.

As amostras 1-11 foram coletadas nos municipios de Arari, Bequimao, Sao Bento, Sao
Jodo Batista e Vitéria do Mearim, localizados na regido da Baixada Maranhense, que
apresenta vegetacdo de diferentes ecossistemas, como manguezais, campos inundaveis,
babacuais e florestas (Moura, 2004). As amostras 12-14 foram coletadas no municipio de
Carolina, Cerrado Meridional Maranhense, com vegetacdo de cerrados e cerraddes e as
amostras 15-18 nos municipios de Maranhaozinho e Santa Luzia do Parud, localizados na
Amazonia Maranhense, com vegetacgdo tipica de floresta amazonica (Rebélo et al., 2003).
Analises sensoriais

As amostras de geopropolis apds coleta foram submetidas a andlises sensoriais de:
aroma, cor e sabor (Marcucci, 1998; Brasil, 2001).
Preparacao dos extratos organicos de geopropolis

Os geopropolis de cada localidade separadamente foram triturados em turbolizador e
macerados em etanol a 70%, por 24h, filtrados para separacdo da parte inorgénica (terra),
obtendo-se solugdes hidroalcodlicas de geoprdpolis, as quais foram concentradas em
evaporador rotativo e seco até peso constante. Os extratos hidroalcodlicos de geoprépolis
(EHAG) foram acondicionados em frascos ambar e mantidos sob refrigeracdo para as

posteriores andlises.



Abordagem quimica dos EHAG

Os EHAG foram submetidos a abordagem quimica para verificacdo de compostos das
classes dos fendlicos, alcaldides, terpenos e saponinas (Matos, 1997).
Determinacao da concentracio total de fenéis dos EHAG

A concentracdo de fendis foi determinada utilizando o reagente de Folin-Cioncalteau
(Merck) para formar o complexo, usando espectrofotometro Cary 50 UV-VIS a 760 nm.
Concentragdes de 4cido galico (Merck) foram usadas como padrdes e os resultados obtidos
foram expressos como grama (g) de acido gilico por 10 mL de extrato hidroalcodlico de
geopropolis (%) (Woisky; Salatino, 1998; Chaillou et al., 2004).
Determinacao da concentracao total de flavondides dos EHAG

A concentragdo de flavonodides foi determinada utilizando AICl; para formar o
complexo, usando espectrofotometro Cary 50 UV-VIS a 425 nm. Concentracdes de
quercetina (Merck) foram usadas como padrdes e os resultados obtidos foram expressos como
grama (g) de quercetina por 10 mL de extrato hidroalcodlico de geoprépolis (%) (Woisky;
Salatino, 1998; Chaillou et al., 2004; Funari; Ferro, 2006).
Analise Estatistica

Todas as andlises espectrofotométricas foram realizadas em triplicatas. Com esses
resultados foi feita Andlise de Varidncia (ANOVA) seguida do teste de comparacdes
multiplas (Newman-Keuls) utilizando o software Graph Pad Prism, versao 4.03, tomando-se

o valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia estatistica (Sokal; Rohlf, 1996).



RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de geoprdpolis apresentaram-se como fragmentos rigidos de diferentes
tamanhos, com granulometria heterogénea, inodoros em sua maioria, cOr marrom €scuro €
sabor amargo entre as amostras analisadas. Por sua vez as amostras 6, 8 e 9 apresentaram odor
balsamico. Observou-se que a predominancia de terra no geoprdpolis dificulta uma
diferenciacdo sensorial entre as amostras analisadas.

Os resultados das andlises sensoriais dos EHAG indicam que todas as amostras
apresentaram coloracdo marrom escuro, com excecao dos extratos 6 e 12 com coloragdo
marrom apenas, sabor amargo, exceto os extratos das amostras 1-7 que variaram de insipido
a resinoso, o odor variou de resinoso a adocicado, tendo os extratos das amostras 6, 8 € 9
odor balsamico, o extrato das amostras 10 e 12 odor adocicado, enquanto os extratos de
13-18 apresentaram odor resinoso, conforme Tabela 1.

As andlises sensoriais sdo importantes, pois podem indicar caracteristicas fisico-
quimicas das amostras, permitindo prever a qualidade do material.

A abordagem quimica dos EHAG indicou a presenca de substancias da classe dos
compostos fendlicos, triterpenos e saponinas (Tabela 2) predominando maior concentragdao de
compostos fendlicos nos extratos 1- 4, 8, 9, 11, 13-18, e os extratos 5, 6, 7, 10 e 12
apresentaram reacdo fracamente positiva para essa mesma classe. O extrato 12 apresentou
somente compostos fendlicos e terpenos. Enquanto os extratos 3, 4, 6 e 7 apresentaram
resultado negativo para triterpenos e saponinas. Todas as amostras apresentaram auséncia de
substancias pertencentes a classe dos alcaldides. Substincias fendlicas estdo presentes em
propolis de Apis mellifera (Greenaway et al., 1990; Marcucci et al., 1998; Woisky; Salatino
1998; Bankova et al., 2000) e em geopropolis brasileira das abelhas Melipona compressipes,
Tetragona clavipes e Melipona quadrifasciata anthidioides (Tomas-Barberan et al., 1993;

Bankova et al., 1998).



Os teores de fendis totais encontrados nas amostras analisadas variaram de
1,77-31,84% (Tabela 3), com um conteido médio de 14,56%. Woisky (1996), encontraram
entre 8,78-13,72% de compostos fendlicos em prépolis de Apis mellifera coletada em
diferentes regides do estado de Sao Paulo. Bonvehi; Coll (1994) encontraram 18,72% de
substancias fendlicas em amostras de prépolis brasileira. Chaillou et al. (2004) utilizando
propolis de Apis mellifera coletadas em diferentes regides da Argentina encontrou uma
variacdo de 4,25-25,26% de compostos fendlicos, com um conteido médio de 15,91%. Os
EHAG (72,2%) superam o valor minimo de 5% de fendis totais, estabelecido na legislagdo
brasileira para qualidade de prépolis de Apis mellifera.

Os teores de flavondides encontrados nos extratos variaram de 0,17-6,0% (Tabela 4).
Os EHAG 2, 6, 8, 11, 13, 15-18 apresentaram teores de flavondides acima de 2% que
permitem classificd-los, de acordo com a legislacdo brasileira como prépolis como alto teor
de flavondides. Dos extratos analisados, 88,9% superam o valor minimo de 0,25%
flavondides totais, estabelecido para extratos hidroalcodlicos de propolis na referida
legislacao (Woisky; Salatino 1998; Brasil, 2001; Funari; Ferro, 2006).

Os resultados estatisticos para os teores de fendis apresentaram diferencas
significativas (p < 0,001) entre os EHAG de um mesmo municipio, com exce¢ao das amostras
3 e 4. A andlise dos dados por regido geogréifica ndo apresentou diferencas significativas (p >
0,05) para os teores de fendis entre os EHAG 1-5, 6 e 7-9; 11 e 17-18. Os teores de
flavonodides apresentaram diferencas significativas (p < 0,001) entre os EHAG de um mesmo
municipio, com exce¢do das amostras 3 e 4. Os resultados também sugerem que ndo existe
diferenca significante (p > 0,05) entre os EHAG 15-18, pertencentes a regido da Amazonia

maranhense.



A variacao qualitativa e quantitativa de compostos fendlicos e flavondides em propolis
sdao fortemente afetadas pela flora visitada pelas abelhas, regido geogrifica e fatores
climaticos (Bankova et al., 2002; Teixeira et al., 2003; Bankova, 2005; Gomes-Caravaca et
al., 2006). Considerando que as amostras de geoprdpolis foram coletadas em melipondrios
localizadas em municipios do estado do Maranhdo formados por vegetacdes de diferentes
ecossistemas tais como litoral atlantico, reentrancias, manguezais, lagoas, terras alagadas,
terrenos altos com capoeiras, babacuais, floresta amazodnica e cerrado, supomos que as
associacOes da origem botéanicas aos fatores climdticos do local de producdo implicam em
diferencas, tanto no aspecto qualitativo quanto quantitativo da composi¢ao do produto final.

Preparacdes de propolis com alto teor de flavonodides sdo vendidas a pregos mais altos
e tém mercado externo garantido (Da Silva et al., 2006). Os extratos de geopropolis
apresentam valores de  polifendis semelhantes aos de propolis de Apis mellifera,
demonstrando a potencialidade do produto. Os teores de fendis e flavonoides dos extratos
hidroalcodlicos de Melipona fasciculata (tidba), permitem demonstrar a caracterizagao

quimica do produto, base para estabelecer um perfil de garantia de qualidade para o mesmo.
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Tabela 1. Caracteristicas sensoriais dos extratos hidroalcodlicos de geoprépolis

Amostra Municipio Cor Aroma Sabor
1 Arari Marrom Escuro  Resinoso Insipido
2 Arari Marrom Escuro  Adocicado  Resinoso
3 Arari Marrom Escuro  Resinoso Insipido
4 Arari Marrom Escuro  Adocicado  Picante
Baixada 5 Arari Marrom Escuro  Adocicado  Resinoso
Maranhense 6 Bequimao Marrom Balsamico = Amargo
7 Sado Bento Marrom Escuro  Adocicado  Resinoso
8 Sdo Bento Marrom Escuro  Balsamico =~ Amargo
9 Sdo Bento Marrom Escuro  Balsamico  Amargo
10 Sdo Joao Batista Marrom Escuro  Adocicado  Amargo
11 Vitéria do Mearim Marrom Escuro ~ Resinoso Amargo
12 Carolina Marrom Adocicado  Amargo
Cerrado 13 Carolina Marrom Escuro ~ Resinoso ~ Amargo
Meridional 14  Carolina Marrom Escuro ~ Resinoso ~ Amargo
15 Maranhaozinho Marrom Escuro ~ Resinoso ~ Amargo
Amazonia 16  Maranhdozinho Marrom Escuro ~ Resinoso ~ Amargo
Maranhense 17 Santa L. do Parus  Marrom Escuro  Resinoso ~ Amargo
18 Santa L. do Parud  Marrom Escuro  Resinoso ~ Amargo




Tabela 2. Abordagem quimica dos extratos hidroalcodlicos de geoprdpolis

Amostra Municipio Compostos Triterpenos Saponinas Alcal6dides
Fendlicos
1 Arari +++ + + -
2 Arari +++ + + -
Baixada 3 Arari +++ - - -
Maranhense 4 Ara@ T i i i
5 Arari + + + -
6 Bequimao + - - -
7 Sao Bento + - - -
8 Sao Bento ++ + + -
9 Sdo Bento +++ + + -
10 Sao Jodo Batista + + + -
11 Vitéria do Mearim ++ + ++ ++ -
Cerrado 12 Carolina + + - -
Meridional 13  Carolina o+ FH+ + -
14 Carolina ++ + +++ + -
Amazdnia 15 Maranhaozinho +++ ++ ++ -
Maranhense 16  Maranhaozinho 4+ ++ ++ -
17 Santa L. do Parua +++ ++ ++ -
18 Santa L. do Parua +++ ++ ++ -

Nota: (+) Presenca + + + fortemente positivo
+ + positivo
+ fracamente positivo
(-) Auséncia



Tabela 3. Concentracao de fendlicos e flavondides em geoprdpolis de titba

Amostra  Municipio Fendlicos (%)*° Flavondides (%)™ ¢
1 Arari 18,71 £ 0,61 1,77 + 0,03
2 Arari 20,26 + 0,81 2,67 +£0,01
3 Arari 1,89 + 0,05 0,17 +0,01
4 Arari 1,77 £ 0,15 0,17 +£0,01
Baixada 5 Arari 6,50 + 0,28 1,12 + 0,01
Maranhense 6 Bequimao 9,13 +0,79 6,00 + 0,03
7 Sdo Bento 3,43+0,16 0,61 +£0,01
8 Sdo Bento 8,07 £0,10 3,20+ 0,07
9 Sédo Bento 17,22 £ 0,45 1,72 + 0,07
10 Sao Joao Batista 3,10+0,17 0,61 +£0,01
11 Vitéria do Mearim 22,51 +0,72 2,45 + 0,06
12 Carolina 2,97 +£0,16 0,51 +0,00
Cerrado 13 Carolina 31,84 £ 0,42 2,59 +£ 0,07
Meridional 14 Carolina 13,16 + 0,18 1,26 + 0,01
15 Maranhédozinho 30,10 £ 0,21 2,46 + 0,06
Amazobnia 16 Maranhaozinho 24,33 + 0,28 2,71 £0,05
Maranhense 17 Santa L. do Parua 28,03 + 0,65 2,92 +0,16
18 Santa L. do Parua 19,17 £ 0,72 2,28 +0,04

* Resultados representam médias + desvio padrio (n = 3)
® Expressos como equivalente de 4cido galico
“Expressos como equivalente de quercetina



4. CONCLUSAO

As andlises sensoriais dos extratos hidroalcodlicos de geoprdpolis de titiba cultivadas
em diferentes municipios do estado do Maranhao apresentaram aroma, cor e sabor similar as
encontradas para prépolis de Apis mellifera. Os rendimentos dos processos extrativos
variaram de 1,10% a 5,83%. Os resultados das abordagens quimicas permitiram detectar a
presenca de substiancias da classe dos compostos fendlicos, terpenos e saponinas,
predominando maior concentracio de compostos fendlicos. Substancias da classe dos
alcaldides estdo ausentes em todas as amostras analisadas. Os perfis cromatograficos dos
extratos hidroalcodlicos de geoprépolis indicam composicdo e concentracdo quimica
diferentes entre as amostras, sugerindo que a vegetacao visitada pelas abelhas sdo diferentes.
Os teores de fendis (1,77 — 31,84%) e flavondides (0,17 — 6,0%) encontrados permitem
concluir que o extrato hidroalcodlico de geopropolis de titiba apresenta valores muito
préoximos dos encontrados para o extrato de propolis de Apis mellifera, cultivado no territério
brasileiro. Os resultados obtidos neste trabalho permitem estabelecer caracteres fisicos, fisico-
quimicos e quimicos para o perfil de qualidade do extrato hidroalcodlico do geoprépolis de

tidba, fundamentais para a padronizacao deste produto natural.



5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos através da quantificacdo dos teores de fendis e flavondides
totais do extrato hidroalcodlico de geoprépolis de Melipona fasciculata Smith (titiba) criadas
no estado do Maranhao permitem indicar um perfil de qualidade do geoprépolis, como de alto
teor de compostos fendlicos. Até o presente momento ndo hé legislacdo brasileira especifica
para a classificacdo de qualidade de geoprépolis, hd necessidade de se conhecer mais esses
parametros em diferentes amostras para que futuramente tenhamos uma legislacao especifica
para geopropolis e derivados.

Para a determinacdo da qualidade do geoprépolis e seus derivados, o conhecimento
dos teores fendis e flavondides sdo imprescindiveis, e uma das técnicas mais utilizadas e
apropriadas para essa determinacdo sdo as determinagdes espectrofotométricas, que
realizamos. Técnica essa, simples e rdpida que pode ser utilizada em andlises de rotina para
emissao de laudos de controle de qualidade quimica para geoprdpolis e seus produtos.

Andlises por métodos cromatograficos, utilizando cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE), com respectivos padrdes quimicos, agiliza o conhecimento da qualificagdo
e quantificacdo desses compostos quimicos. A parceria UFMA/UEMA/BNB adquiriu o
respectivo equipamento, o qual estd em fase de instalacdo, o que agilizard o conhecimento da
composi¢do quimica desse produto natural.

Esses resultados demonstram a necessidade de manuten¢do da biodiversidade floristica, a
preservacdo das abelhas nativas, como polinizadoras de nossas fanerdégamas, produtoras de
alimento, para promog¢do do desenvolvimento da agricultura familiar no estado do Maranhdo,
através do cultivo de abelhas, e permitindo uma maior renda para familias de produtores

rurais.
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ANEXO VI
REGULAMENTO TECNICO PARA FIXP.C.EO CE IDENTIDADE E QUALIDADE DE PROFPOLIS
1. Alcance

1.1. Objetive: Estabelecer a identidade e os requisitos minimos de qualidade 2 que deve atender
a Propolis,

1.2. Ambite de AplicacBc: O presente Regulamento refere-se & Prépolis destinada ao comércio
nacional ou internacional.

2. Descricdo

2.1. Definigdo: Entende-se por Propolis o produto oriunde de substancias resinosas, gomosas £
balsamicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as
abelhas acrescentam secregdes salivares, cera e pdlen para elaboracdo final do produto,

. Classificacio:

(]

-
o

.1 Quanto ao teor de flavondides:

-

-
“a

1.1, A prapolis serd classificada em:

8]

2.
- Baixo teor: até 1,0 % [(m/m);- Madio teor: =1,0% - 2,0 %% (m/m);
- Alto teor: =2,0 % (mdm).
2.3. Designacdo (Denominagdo de Venda): Propolis.

3. Referéncias:

- ABMNT. Associacdo Brasileira de Mormas Técnicas. Normas ABNT. Plano de Amostragem e
Procedimentos na Inspecdo por atnbutos- 03.011 - NBR 5426 - JAN/1985.

- AQAC, Official Methods of &nalysis of the Association of Analitical Chemists, Arlington, , 1992,

- AOAC, Official Methods of Anzlysis of the Association of Analitical Chemists, 16 th Edition, cap.
4,1.03, 1995,

- 84515, M, Propoleo - El Oro Purpura de las Abejas, Cuba, 1289,
- BRASIL. Codigo de Defesa do Consumidor. Lei nd 8.078, de 11 de Setembro de 1990.

- BRASIL. Ministérioc da Agricultura & do Abastecimento, Portaria n® 368, de 04/09/97 -
Regulamento Técnico sobre as Condigdes Higiénico-Sanitdrias e de Boas Praticas de Elaboracdo
para Estabelecimentos Elaboradores / Industrializadores de Alimentos, 1997,

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Resolugdo GMC 36/93 - Mercosul,
Portana n?®. 371, de 04/09/97 - Regulamento técnico para Rotulagem de Alimentos.



- BRASIL, Ministério da Agricultura e do Abastecimento, Portaria 001, de 07 de outubro de 1981,
Metodos Analiticos Oficiaiz para Controle de Produtos de Origem Animal e seus Ingredientes:
Métodos Fisico-Quimicos, Cap. Z, p. 3, met, 3, 1981,

- BRASIL. Ministério da Agricultura & do Abastecimento. Programa Nacional de Controle de
Residuos Biclogicos, Instrugdo Normativa n. 3 de 22 de Janeiro de 1999,

- BRASIL, Ministéric da Aagricultura & do Abastecimento. Portariz 248, de 30 de dezembro de
1998, publicada no DOU de 05 de janeiro de 1999, Estabelecs o Método Oficial para Detecgdo de
Paenibacillus larvae em Mel e Produtos Apicolas.

- BRASIL. Ministério da Saude. Padroes Microbiologicos. Portaria n® 451, de 19/09/97 -
Publicada no DOU de 02/07/98.

- BRASIL, Ministério da Sadude. Portaria n® 540, de 27 de outubro de 19297 - Publicada no DOU
de Z& de outubro de 19597, Regulamento Técnico: Aditivos Alimentares - definigies, classificacao
£ Emprego.

- BRASIL, RIISPOA - Regulamento da Inspecgic Industrial & Sanitdria de Produtos de Ornigem
Animal. Decreto n0 30.691, de 2% de margo de 1852,

- FAQ/OMS, Organizacion de las Naciones unidas para la Agricultura v la Alimentacion. Codex
Alimentarius, CAC/vol, A, 1985,

- Farmacopé£ia Brasileira, 42 Edigdo, p. 988, 1977 (Meétodo Modificado).

- ICMSF - Microorganismus in foods. 2. Sampling for microbiclogical analysis: Principles and
specific applications. University of Toronto, Press, 1974,

- ICMSF, Compendium of Methods for Microbiclogical Examination of Foods, 1992,

- WOISKY, R.G.R. Métodos de Controles guimicos de Amostras de Propolis. Dissertacdo de
Mestrado. Universidade de S3o0 Paulo, 1996,

4, Composicdo & Requisitos

4,1. Composigdo: A Propolis compdem-se basicamente de resinas, produtos balsédmicos, cera,
oleos essenciais, polen & microelementos.

4.2. Caracteristicas Sensoriais:
4,2.1. Aroma: caracteristico (balsdmico 2 resinozo) dependendo da origem botidnica;

2.2. Cor: amarelada, peardz, esverdeada, marrom € outras, variando conforme & origem
botanica;

4,2.3. Sabor: caracteristico de suave balsdmico a forte & picante, dependendo da origem
boténica;

4,2.4. Consisténcia (& temperatura ambiente): maledavel a rigida, dependendo da origem
botdnica;

4,2.5. Granulometria: heterogénea.



4,3, Requisitos fisico-guimicos:
4.3.1. Perda por dessecacdo: maxime de 8 % (m/m);
4,3.2. Cinzas: maximo de 5% (mdm);
4,3.3. Cara: maéximo de 25 % (m/m);
4,3.4, Compostes Fendlicos: minimao & % (mdm);
4,3.5, Flavondides: minimeo de 0,5 % [(m/m);
4,3.6, Atividade de oxidacdo: maximo de 22 sequndos;
4,3.7. Massa Mecanica : maximo 40% (m/m);
4,3.8, Soldveis em Etanol : minimo de 35% (m/m).
4.4, Provas Qualitativas:

4.4.1. Espectro de Absorcao de Radiagdes Ultravicleta e Visivel - & propolis devera apresentar
picos caracteristicos das principais classes de flavondides entre 200 e 400 nm;

4.4,7, Acetato de chumbo - Positivo;

4.4.3. Hidraxido de Sadio - Positivo,

4.4, Acondicionamento: O produte devera ser embalade com materiais adequados para as
condicdes de ammazenamento e que |lhe confiram uma protecie apropriada contra &
contaminagac.

5. Adibivos
Mao se autoniza.
G. Contaminantes

Qs contaminantes organicos € inorganicos nac devem estar presentes em guantidades
superiores aos limites estabelecidos pelo Regulamento especifico,

G.1. Qutros contaminantes: Pesquisa de esporos de Paenibacillus larvae em 250 de propolis
{utilizande a metodologia descrita na Portaria 248, de 30/12/1998). Resultado Aceitdvel:
auséncia de esporos em 25g.

7. Higiene

7.1. Consideracies Gerais: As praticas de higiene para elaboracdo do produto devem estar de
acordo com o estabelecide na Portaria n® 368, de 04/09/97 - Regulamento Tecnico sobre as
Condicdes Higignico-Sanitarias & de Boas Praticas de Elaboracdo para Estabelecimentos
Elaboradores/Industrializadores de Alimentos - Ministério da Agricultura & do Abastecimento,
Brasil,



7.2. Critérios Macroscopicos & Microscopicos: © produto ndo deve conter substincizs estranhas,
com excecdo dos fragmentos, acidentalmente presentes, de: abelhas, madeira, vegetais e
outros, inerentes ao processo de obtengdo da propolis pelas abelhas.

Mota: Os critérios de tolerancia, macro & microscopicos, serdo estabelecidos em regulamento
especifico,

7.3. Criténos Microbioldgicos: Aplica-se o Regulamento Especifico,
8. Pesos e Medidas

Aplica-se o Requlamento especifico.

9, Rotulagem

Aplica-se o Reqgulamento especifico.,

10. Métodos de Analise

Farmacopéia Brasileira 42 Edicdo - 1988 - W 2.9 e V 2,10,

Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Produto de Crigem Animal e ssus Ingredientes,
Portaria n® 001/81 - 07/10/1981, Ministéric da Agricultura e do Abastecimento.

Metodelogias validadas pelo Ministério da Agricultura.

Métodos de Analise Microbioldgica para Alimentos. Pesguiza de Pasnibacillus larvas em mel e
produtos apicolas, Portaria 248 - 30/12/1998. Ministério da Agricultura & do Abastecimento,

11. Amostragem
Seguem-se os procedimentos recomendados na norma vigente.
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ARevista Brasilemra de Farmacognosia (Brazilian Journal
of Pharmacognosy) & um peniodico destinado & publicacdo
de frabalhos cientificos originais, artiges de revisdo e
divilgacdo no campe da Farmacognosia (0 estudo dos
produtos naturais biologicamente ativos™).

1. NOEMAS GERAIS

1.1 Todes o5 mammscritos submetidos devem ser inéditos.
A publicacio sinmltinea de mammscrtos descrevendo
o mesmo trabalhe em difsrentes pericdicos ndo é
aceitavel Os dirsitos de publicagc passam a ser da
Eevista Brasilewra Farmacognosia, inclusive radugdes;
publicagdes subseqiientes sdo aceitas desde que citada a
fonte.

1.2 A Fewvista Brasilera Fammacogmosia recebe para
publicagio trabalhos cientificos omginais, revisdes e
divlgactes escntos em Portugués, Espanhol ou Inglés.
O conteddo dos trabalhos é de totz]l responsabilidade
do(s) sutor{es), e nio reflete necessanamente a opiudo
do Editor Chefe ou dos membros do Conselho Editonal.
1.3 A Bewista Brasileira de Farmacognosia submetera
todos o5 manuscrites recebidos 4 analise de consultores
ad hoc, cujos nomes permanecerdc em sigilo e gue
terdo a autoridade para decidir sobre a pertinéncia de
sua aceltagdo, podendo mclusive, reapresenta-los ao(s)
gutor{es) com sugestdes para que sejam feitas alteragdes
necessarias &/ou para gue 0s mesmos sejam adsquados as
nomuas editonals da revista.

1.4 Toda ideia e conclusdo apresentadas nos mrabalhos
publicades sdo de total responsabilidade do(s) autor{es),
e nio reflete necessanamente a opido do Editor Chefe
on dos membros do Conselho Editonial.

1.5 Todos artigos envolvendo estudos com Iumanos
on amimas deverdo ter Parecerss dos Conutés de Etica
de Pesquisa em Seres Humanos ou em Amimais das
mstitigdes a que pertencem os gutores, autorizande tals
estdos.

1.6 Todo matenial vegetal utilizade na pesquisa descrita
no trabalhe deve ter @ indicagio do seu local de coleta
(inclusive coordenadas obiidas por GPS, se possivel),
o pais de ongem, o responsavel pela identficagdio da
espécie e & localizacdo da exsicata. Os autores devem
estar preparados para fomecer evidéncia documental
de que & sprovagiio para a coleta for concedida pela
autondade apropnada no pais de origem

1. NOBMAS PARA A ELABORACAO DAS
CONTRIBUICOES

2.1 Os autores devem manter uma copia (eletrénica
e impressa) do mamscrito submetido, para o caso de

possivel perda ou danos causados ac origmal enviado &
revista.

2.1 Az Figwras (fotografias, graficos, desemhos, etc)
deverdo ser apresentadas em folhas separadas e numeradas
consecuiivamente em algansmes arabicos. As respectivas
lezendas deverdo ser claras, concisas, sem abreviahras e
localizadas abaixo das figuras. Suas respectivas posiges
no texto deverde ser indicadas, preferentemente, logo
gpos sua citagio noe corpo de trabalho. No caso de
fotografias ou desenhos feitos a méo livre, estes deverdo
seT colocados em envelopes 4 parte, em perfeito estado e
devidamente identificados no verso, a lapis.

2.3 As Tabelas e os Quadros deverfio ser apresentados
em folhas separadas e mumeradoes consecufivaments em
alzansmos arablcos. As tabelas (dados muméncos) ndo
podem ser fechadas por linhas laterais. As respectivas
lezendas deverdo ser claras, concisas, sem abreviaturas
e localizadas na parte superior dos mesmos. Deverdo ser
midicados os locals aproximados no texto, onde as tabelas
e 03 gquadros serdo infercalados, preferentemente, logo
Epos sua citagio no corpo do rabalho.

3. FORMATACAO DO TEXTO E CONTEUDO DO
TRABALHO

31 Os originais deverdio ser redigidos e digitados em
folhas de papel tamanho A4 ou carta, espage duplo,
fonte fipe Times New Foman, tamanho 12, com texto
qustificado, margem de 2em em cada wm dos quatro lades,
e perfazendo o total de, no maxime, 15 e, no mimme, 3
paginas, inchundo figuras, tabelas e quadros.

3.2 Titmle e subtitulo: Deverdo estar de acorde com
o contetdo do trabalhe, levando em conta o dmbito e
objetivos da Bevista. Estes deverdo estar escritos em caixa
baixa, negritados, fonte tipo Times New Foman, tamanho
14. Para os trabalhos redigidos nas linguas Portugnesa e
Espanhela, providenciar também versdo do titule para a
lingua Inglesa, o qual acompanhara o Absimact.

33 Autores: Os nomes dos sutores devem vir abaixo
do titulo, cenmalizados. O nome & o3 sohrenomes devem
gparecer na ordem cometa, sendo obmigatério que o
primeiro (nome) e o ultimo (sobrenome) aparecam por
extenzo (ex. Carlos NU. Silva ou Carlos M. Ubiratan
Silva). Wo cazo de vanos autores, seus nomes deverao ser
separados por virgulas.

3.4 Filiagio dos autores: Apds o nome de cada autor
devera constar um mimero Arabico, sobrescrito, cue
midica sua mstiigio de procedéncia e, devera aparecer
logo abaixo da nonunata dos autores, tambeém cenfralizado
e comm enderegos completes, melusive o CEP da cidade.
Deve-se assinalar o nome do autor prncipal com um
asterisco scbrescrito, para o qual toda comespondéncia
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devera ser emviada. O enderego elemdmeco, telefone e
fax do autor principal aparecerdo na primeira pagina do
trabalho como wma nota de rodzpe.

35 BResumo em portugués: Deverd apresentar
concizamente o trabalho destacando as informagdes de
maior importincia, expondo metodologia, resultados
e conclusdes. Permuitird avaliar o inferesse pelo artigo,
prescindindo de sua letura na integra. Dever-se-a dar
destaque 2o Fesumo como topico do trabalho (méxmoe
de 200 palavras).

3.6 Unitermos: Deverfo identificarrepresentar o
contetide do artigo. Observar o limite maxime de 6
(s215). Sd0 muportantes para levantamentos em banco de
dados, com o objetivo de localizar e valorizar o artigo em
questdo. Deverdo vir separados por virgula.

A7 Abstract: Os mabalhos redigides nas linguas
Portuguesa e Espanhola devem vir acompanhados
tambem da versdo do resumeo para a lingua Inglesa. Evitar
fradugdes litermiz. Cuando ndo howver domumie deste
idioma, consultar pessoas qualificadas. O Abstract deve
ser encabecado por versdo do titulo na lingua mnglesa.
38 Keywords: Umtermos em mglés. Tambem em
nimero maximoe de § (3215) e separados por virgula.

3.9 Introducio: Devera estabelecer com clareza o
objetivo do rakalho e suarelagdo com onfros trabalhos na
mesma area. Extensas revis@es da literatura deverdo ser
substifuidas por referéncias a publicagBes mais recentes,
onde estas revistes tenham sido presentadas e estejam
disponivels.

310 Material e Metodos: A descricdo dos matenais e dos
metodos usades devera ser breve, porém suficientemente
clara para possibilitar a perfeita compreensdo e a
reprodugdo dotrabalho. Processos etéenicas japublicados,
a menos gque tenham sido extensaments modificados,
deverdo ser referenciados por citagdo.

311 Resultados: Deverdo ser apresentados com o
minime pessivel de diseussdo ou interpretacdo pessoal
e, sempre gque possivel, ser acompanhados de tabelas e
figuras adequadas. Os dados, quands pertinentes deverdo
ser submetidos a uma andlize estatistica.

3.12 Discussio: Devera ser resmta ao sigmficade dos
dados obtidos e resultades alcancados, ewvitando-se
inferéncias ndo baseadas nos mesmos. Opclonalmente,
Eesultados e Discussdo poderfo ser apresentades mum
o e

3.13 Agradecimentos: Este item & opcional e devera vir
antes das Beferéncias Bibliograficas.

4. REFERENCIAS

A formatagdo das referéncias deve ser padronizada em
conformudade com as exigéncias da revista, como &
mostrado abaixo:

4.1 Referéncia dentro do texto:

- INo inicio da citagdo: autor em caixa baxa, segudo do
ano entre parénteses. Ex. Pereira (1999),

- Mo final da citacio: autor em caixa baixa e ano — ambos

entre parénteses. Ex. (Silva, 1999 ou (Silva; Souza, 1998)
on (Silva; Souza; Diaz, 20000 ou (Silva et al., 19597 ou
(Silvaetal 1993ak).

- Citagdo textual: colocar, também, a pagina . Ex (Silva,
1999 p.24)

4.2 As Peferéneizs Bibliograficas serfo ordenadas
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, em
caixa baixa e em ordem crescente de data de publicagdo.
Deve-se levar em consideragio as seguntes ocommeéncias:
4.2.1 Revista: Sera utilizado a abreviatura do penddico,
em italico, definida no Chemical Abstracts Service
Source Index (ver htp:/www.cas.org/sent himl). Caso a
abreviatura sutorizada de v determinade periodico ndo
puder ser localizade e nio for ébvio como o titulo deve
ser gbreviado, deve-se citar o dfule completo.

- Wargas TOH 1996, Fatores climaticos responsavels pela
morte de borboletas na regido sul do Brasil Rev Bras
Assoe Entomol 110 100-105.

o caso especial da revista citada ndo ser de facil acesso,
& recomendado citar o sen mimero de Chenucal Abstracts,
COmMD segue:

- CQu W, Li I, Wang M 1991 Chemical studies on
Helicteres isova L. Zhongene Tnoke Davue Xusbao 22:
203-206, apud Chemical Abstracts 116; 12483 5r.

Wuma citagdo de citagdo, colocar o nome das fontes em
italico.

- Wax ET 1977, Antmucrobial activity of Brazilian
medicing] plants. J Braz Biol Res 41: 77-22, apud Nat
Prod Abs 73- 388-393, 1972,

4.2.2 Livro:

- Costa AF 1996, Farmacognosia. Lisboa: Calouste
Gulbenkian.

4.2.3 Capitulo de livro:

- Fanas CEM, Cumnho EP 1999, Restauracio dentina.
In: Goldeman, G.T. (o12.) 4 nova odonralogia. 5.ed. Fio
de Janeiro: Guanabara Koogan, p.95-112.

4.2.4 Tese e Diszertacio:

- Lima W 1991, Influéncia da agde dos raios solaves
na germinagdo do nabo selvagem. Campinas, 735p.
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