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RESUMO

Melipona fasciculata Smith (tiba), abelha social sem ferrdo, ¢ cultivada no estado do
Maranhdo para producdo de mel, mas produz também cera e geoprépolis além de
acumularem podlen (fonte de proteina, lipidios e vitaminas) e néctar (fonte de
carboidrato), representando fonte de renda para varias familias rurais. Geopropolis é
formada através da coleta de material resnoso de plantas, misturado com cera e
secrecoes salivares e adicionada terra. Agdes antibacterianas, antinflamatoria,
antioxidante, antitumoral e leishmanicida foram referidas para geopropolis de
Melipona fasciculata; sendo demonstrado a presenca de acidos fendlicos, flavonoides,
triterpenos e taninos. Dada a representatividade da geopropolis e necessidade de
agregar valor, este trabalho teve como objetivo realizar ensaios de caracterizagdo com
geopropolis de Melipona fasciculata de diferentes biomas do estado do Maranhdo,
visando contribuir com parametros de qualidade do produto. As amostras de
geopropolis foram coletadas em 04 (quatro) municipios localizados em 03 (trés)
biomas (Zona de Transigdo entre Amazonia-Cerrado-Caatinga-Costeiro, Amazonia e
Cerrado  Maranhense); submetidas a  avaliagdo da  composigdo  quimica
(espectrofotometria e absorcdo na regido do Ultravioleta/Visivel, cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de Ultravioleta/Visivel, cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodo acoplado a espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray) e atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP). Os
resultados demonstram que as amostras da Zona de Transigdo entre Amazonia-
Cerrado-Caatinga-Costeiro Maranhense apresentam atividade antioxidante sendo a
amostra com mais caracteristicas de Cerrado do municipio de Belagua com melhor
teor antioxidante, provavelmente dada aos compostos polifendlicos evidenciados nessa
amostra; sendo demonstrada boa correlacdo dos teores de polifendis totais com os
métodos DPPH e ABTS. Dentre os polifendis foram identificados taninos
hidrolisdveis no extrato do municipio de Belagua. O extrato de geopropolis orundo do
municipio de Beldgua, zona de transicdo, apresentou resultados mais significativos. Os
resultados obtidos permitem agregar valor da geopropolis de Melipona fasciculata,

como potenciais produtos antioxidantes.

Palavras—Chave: abelha sem ferrdo; atividade antioxidante; taninos hidrolisaveis



ABSTRACT

Melipona fasciculata Smith, a stingless social bee, is cultivated in the state of
Maranhdao for honey production, but also produces wax and geopropolis besides
accumulating pollen (source of protein, lipids and vitamins) and nectar (carbohydrate
source). Representing source of income for several rural families. Geopropolis is
formed by collecting resinous plant material, mixed with wax and salivary secretions
and added soi. Antbacterial, anti-inflammatory, antioxidant, antitumoral and
leishmanicidal actions were reported for Melipona fasciculata geopropolis; Being
demonstrated the presence of phenolic acids, flavonoids, ftriterpenes and tannins.
Given the representativeness of the geopropolis and the need to add value, this work
aimed to characterize the geopropolis of Melipona fasciculata from different biomes
of the state of Maranhdo, aiming to contribute with parameters of product quality. The
geopropolis samples were collected in 04 (four) municipalities located in 03 (three)
biomes (Transition Zone between Amazonia-Cerrado-Caatinga-Costeiro, Amazonia
and Cerrado Maranhense); submitted to the evaluation of the chemical composition
(spectrophotometry and absorption in the ultraviolet / visible region, high performance
liquid chromatography with ultraviolet / wvisible detector, high efficiency liquid
chromatography with diode arrangement detector coupled to mass spectrometry with
Ionization by electrospray) and antioxidant activity (DPPH, ABTS and FRAP). The
results show that the samples of the Transition Zone between Amazonia-Cerrado-
Caatinga-Costeiro Maranhense show antioxidant activity, being the sample with more
characteristics of Cerrado of the municipality of Belagua with better antioxidant
content, probably given to the polyphenolic compounds evidenced in this sample;
Showing a good correlation of the total polyphenol contents with the DPPH and ABTS
methods. Among the polyphenols, hydrolysable tannins were identified in the extract
of the municipality of Beldgua. The geopropolis extract from the municipality of
Belagua, transition zone, presented more significant results. The results obtained allow
to add value of the geopropolis of as potential antioxidant products. Melipona

fasciculata

Keywords: stingless bee; antioxidant activity; hydrolysable tannins
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1 INTRODUCAO

A Meliponicultura, criagdo de abelhas sem ferrdo, ¢ uma atividade secular
realizada pelas populagdes rurais, em especial no Norte e Nordeste do Brasil, bem
como nas comunidades tradicionais formadas por indigenas e quilombolas
(CARVALHO; MARTINS; MOURAO, 2014). Representando uma atividade capaz de
causar impactos socio-econdmicos positivos, a meliponicultura vem contribuindo
também para a manutengdo e a preservacao dos ecossistemas. O valor ambiental dessa
atividade ¢ caracterizado pela interdependéncia da vegetacdo (nativa e cultivada) com
espécies polnizadoras, como as abelhas sem ferrdo que desempenham papel de
importdncia da manutencdo da flora (SANTOS etal., 2013).

O Brasil ¢ rico em espécies de abelhas sem ferrdo as quais sdo criadas
comercialmente em agrupamentos de colonias, denominados melipondrios, que
constittem a meliponicultura. Dentre os representantes das espécies de abelhas sem
ferrdo mais populares, temos Tetragonisca angustulalatreille (jatai), Melipona
scutellarisLatreille  (urugu), Melipona fasciculata Smith (tttba do Maranhdo),
Melipona subnitida Ducke (jandaira), Tetragona clavipes Fabricius (bord), Melipona
quadrifasciata Lepeletier (mandagaia) e Scaptotrigona aftpostica Latreille (tubi)
dentre outras (KERR, 1987; NOGUEIRA-NETO, 1997). O desmatamento ¢ a
exploracdo predatéria da vegetagdo nos ecossistemas brasileiros vem afetando
severamente a populagdo de abelhas sem ferrdo (VENTURIERI, 2009).

Melipona Tlliger é um género de abelhas sem ferrdo que formam um grupo
diversificado de insetos sociais, com alta diversidade e abundancia nas regides
tropicais, com grande importincia na polinizagdo e na agricultura, ocupando grande
parte das regides tropicais; bem como nas regides subtropicais do hemisfério sul
(SLAA et al, 2006); essas abelhas produzem mel, cera, propolis e geopropolis,
acumulando pdlen (fonte de proteina, lipidios e vitaminas) e néctar (fonte de
carboidratos);  representando  produtos e subprodutos bastantes valorizados
economicamente, 0s quais sdo atrativos para o seu manejo € uso racional (SILVA;
PAZ, 2012; VILLA-BOAS, 2012).

No estado do Maranhdo, Melipona fasciculata Smith tem predominancia,
apesar da ocorréncia em outros estados como no Mato Grosso, Pard, Piaui e Tocantins,
sendo conhecida como tiwiba ou tiiba do Maranhdo (figura 1), tem cultivo secular

especialmente pela populacdo indigena. Esta abelha coleta material resinoso das
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plantas e traz para suas colméias, misturando com cera, secre¢des mandibulares e
adicdo de barro ou terra para formar a geopropolis que ¢ uma mistura complexa,
diferente de propolis de Apis melifera L. onde as abelhas misturam ao material
resinoso, coletado nas plantas com cera e secrecoes salivares (KERR, 1987;
NOGUEIRA-NETO, 1997; CASTALDO; CAPASSO, 2002; PEDRO, 2014).

A geopropolis (figura 2) tem fragmentos bem solidos e de diferentes tamanhos,
com granulos de consisténcia heterogénea e coloragdo caracteristica do barro da
regido, sendo utilizada pelas abelhas principalmente para fechar as aberturas na
colméia, na construcdo da entrada, para a mumificacdo de inimigos e prote¢do da

colméia (CUNHA et al,, 2009; SOUZA, 2012; ARAUJO et al, 2015).

Figura 1. Melipona fasciculata Smith Figura 2. Geopropolis de Melipona
(tiba) fasciculata Smith
Fonte: Ascher (2016) Fonte: Elaborada pelo autor

A geopropolis de abelhas sem ferrdo € usada popularmente para tratar fraqueza,
hemorroidas, gastrites, tosses e promover cicatrizacdo (KERR, 1987). Estudos
demonstram predominancia de substancias das classes dos compostos fenolicos
(ABREU et al., 2006; BANKOVA; POPOVA, 2007; DUTRA et al., 2008; CUNHA et
al, 2009; BATISTA, 2011; DUTRA, 2012; CUNHA, 2013; DUTRA et al, 2014;
BATISTA et al, 2016), como os flavonoides (DUTRA et al, 2008; SOUZA et al,
2013; SILVA et al, 2013; DUTRA et al, 2014), cumarinas e benzofenonas (DA
CUNHA et al, 2016) e fenilpropanoides (SOUZA et al., 2013) além de triterpenos
(DUTRA, 2006; ABREU et al, 2006; ABREU, 2008; NOGUEIRA, 2008; ARAUJO,
2013, BATISTA etal., 2016).
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Dentre as agdes biologicas ja avaliadas para este produto, destaca-se
antimicrobiana (VELIKOVA, et al, 2000; DUAILIBE et al, 2007; LIBERIO, 2010;
LIBERIO et al, 2011; CUNHA et al, 2013; EDUARDO, 2014), fungistatica
(ARAUJO et al, 2016), antinflamatoria (GOMES, 2005; MACHADO, 2008;
FRANCHIN et al, 2012, 2013), citotoxica (CANTANHEDE et al, 2007;
CANTANHEDE, 2008; CUNHA, 2013; DA CUNHA et al, 2016), antinoceptiva
(MACHADO, 2008; FRANCHIN et al, 2012), antitumoral (ASSUNCAO, 2008;
ARAUJO et al, 2010; ASSUNCAO, 2011; CINEGAGLIA, 2011; CINEGAGLIA et
al, 2013; CUNHA, 2013; ARAUJO et al, 2015; BARTOLOMEU et al, 2016),
leishmanicida (DUTRA, 2012), acdo imunomoduladora (ARAUJO et al, 2015), acdo
antiviral (COELHO et al., 2015), propriedades gastroprotetoras (RIBEIRO-JUNIOR et
al, 2015), antioxidante (DUTRA et al, 2008; BATISTA, 2008; SANTOS, 2010;
BATISTA, 2011; SILVA et al, 2013; SOUZA et al, 2013; DUTRA et al, 2014;
BATISTA et al, 2016); apresentando, ainda, boa avaliacdo da forca bioadesiva, em
ensaio in vitro, no tratamento da cérie dental (FURUKO, 2012).

Apesar de diversos estudos ja realizados com geopropolis e do reconhecido
valor socio-econdmico, at¢é o momento ndo ha legislagdo especifica para a abelha sem
ferrdo Melipona fasciculata Smith; o que deve estimular os estudos de validagdo em
busca de agregar valor, possiilitando definir parametros de qualidade ao material.

Diante do exposto, reconhecendo, ainda, que a composicdo quimica e atividade
biologica da geopropolis sofre influencia do ambiente de coleta, esse trabalho visa
analisar e identificar os constituintes de extratos da geopropolis de Melipona
fasciculata, oruundos da Zona de Transicdo entre Amazonia-Cerrado-Caatinga-
Costeiro, Amazonia e Cerrado Maranhense, representando, assim, diferentes biomas
do estado do Maranhdo; enfatizando que, at¢ o momento, ndo ha relatos de estudos ja
realizados com geopropolis da Zona de Transicdo entre Amazdnia-Cerrado-Caatinga-

Costeiro com mais caracteristicas de Costeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bioma

Atualmente no campo das Ciéncias Biologicas e Ambientais, muito se discute
sobre a definicdo do termo bioma, dada a aproximagdo com termos como
ecossistemas, geossistemas, regides fitogeograficas e outros. A criagio do termo
bioma ¢ atribuido a Clements, como sendo uma comunidade de plantas e animais em
uma formagdo (CLEMENTS, 1949 apud COUTINHO, 2006).

Considerando uma definicdo mais abrangente, considera-se bioma como um
conjunto de tipos de vegetagdo que abrange areas continuas, em escala regional, com
similaridades floristicas e de fauna, com diversidade biologica singular (ODUM e
BARRET, 2007). Assim, bioma diferencia-se do ecossistema por apresentar
dimensdes bem maiores.

O territério brasileiro ¢ marcado pela grande diversidade de elementos
naturais, o que o torna um dos paises com maior biodiversidade do planeta. A grande
dimensdo territorial apresenta diferentes tipos climiticos e formas de relevo que por
sua vez influenciaram nos diversos tipos vegetacionais encontrados nos pais,
compondo paisagens diversificada (ARAUJO, 2007).

Existem diversas classificagdes dos biomas brasileiros, que os diferencia por
escalas de defnicdo grandes, como o Instituto Brasilero de Geografia e
Estatistica (IBGE) (2004), e outras mais detalhadas, levando em consideracdao as areas
de transigao.

Na classificacdo realizada pelo IBGE e Ministério do Meio Ambiente (MMA)
(BRASIL, 2004) foram definidos seis biomas, sdo eles: Amazonia, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga, Pampa e Pantanal Estes biomas representam de forma

generalizada a diversidade do territorio (Figura 3).

20



A

5
OCEAND
F'ACJ‘I':JCG

“ie

|
|

2

.

[0 Mata Atigntica | : Fahasy |

[ Cerado

[ Pantanal e
|| Caalinga L :;. B
Pampa

Area Desmatada

| wao

Fonis: Al Beognilicn B Esains Fusdimiial - do B°. 4% ase

Figura 3. Classificagdo dos biomas brasieiros segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica e Ministério do

Meio Ambiente.
Fonte: BRASIL. 2004.

Uma classificagdo bastante utilizados no pais sdo as das Organizacdo Nao-
Governamentais, o Fundo Mundial para Natureza (WWF - World Wildlife Fund), por
exemplo, considera sete biomas (Amazonia, Caatinga, Campos Sulinos, Cerrado, Mata
Atlantica, Pantanal, Zona Costera, e trés zonas de transicdo (Amazonia-Caatinga,

Amazdnia- Cerrado e Cerrado-Caatinga) (Figura 4).
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Figura 4. Classificacdo segundo Fundo Mundial para Natureza
(WWF - World Wildlife Fund)
Fonte: WWEF-Brasil, 2000.

Desta forma, é necessario considerar a diversidade das caracteristicas naturais
e dimensoOes territoriais como empecilhos para uma classificacdo fidedigna dos biomas
brasileiros. Neste estudo serdo considerados para o estado do Maranhdo uma andlise

detalhada das caracteristicas, sobretudo da vegetacdo, das areas de estudo.

2.2 Biomas do Maranhao

Possuindo uma area de 328.663 km’,abrangendo biomas como a AmazOnia,

Cerrado e importantes areas de transicao, o estado do Maranhdo ¢ o segundo maior
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estado da regido Nordeste e o oitavo do Brasil em 4rea territorial (AB"SABER, 1977;
MUNIZ, 2006; DIAS et al., 2009).

O Estado apresenta como caracteristica peculiar, o caracter transicional entre
os climas semiarido e iimidos e sub-umidos, entres as regides do Nordeste e da regido
Norte (IBGE, 1984). Essa caracteristica climatica ira influenciar diretamente na
diversidade fitofisionomicas, marcado pela presenca de ambientes salinos como os
manguezais, campos inundaveis, cerrados e babacuais e a vegetacdo florestal de
grande porte com caracteristicas amazonicas (MUNIZ, 2006).

Aplicando a classificagio da WWF ao Maranhdo, nota-se que os biomas que
possuem maior abrangéncia sdo o cerrado no sul do Estado, a regido central e nordeste
com aspectos de transicdo entre Amazonia-Cerrado-Caatinga, a oeste a Amazonia € no

litoral o bioma costeiro, com restingas, dunas e manguezais (Figura 5)

Biomas do Brasil

B Amozénio

[_1 Cactinga

B Compos sulines
Bl Cerrado

Il Costeiro

Il Vato Atlantica
[_1 Pantanal

Ecétonos (ecorregides fransicionais que
contém elementos de mais de um bioma)

[ Tronsicao Amazénia-Cerrado
[ ] Tronsicio Amazénia-Cerrado-Caatinga
[ Tronsicdo Mata Atlantica-Caatinga-Cerrado

Figura 1. Biomas® @ ecdtonas do Brasil.

Froiegao sinuscidal, meridiana centrol {-54 grous], Nesta projecie o Grea dos frighes & preservada.

Fanle: WWF 2000

* Enterde-se por biomo “wm conjunta de scarmegibes, fauna, flors & dindmicas & processcs ecolégices similares”.

Figura 5. Biomas do Maranhao.
Fonte: WWEF, 2000.
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2.2.1 Caracteristicas dos biomas do Maranhdo

Para o desenvolvimento desse estudo foram consideradas as composicdes de
quatro municipios maranhenses: a) Fernando Falcdo, do bioma do Cerrado; b) Belagua
e Barreirinhas, presentes na Zona de Transicdo entre Amazonia-Cerrado-Caatinga-

Costeiro; c) Palmeirdndia, do bioma da Amazonia.
2.2.1.1 Cerrado

Esse bioma representa mais da metade de todos os biomas do Maranhdo, onde
dos 33 municipios, 23 possuem quase totalidade de suas areas cobertas por este tipo de
vegetagdo, que cobre 25% do territorio nacional e 60% do Maranhdo. Estimativas
apontam mais de 6.000 espécies de arvores e 800 espécies de aves, além de grande
variedade de peixes e outras formas de vida. Calcula-se que mais de 40% das espécies

de plantas lenhosas e 50% das espécies de abelhas sejam endémicas, isto €, s6 ocorrem

nas savanas brasileiras (SEMATUR, 1991; COSTA, 2010) (Figura 6).

Figura 6. Bioma do Cerrado no Maranhdo.
Fonte: Mmistério do Meio Ambiente, 2015.

Devido excepcional riqueza bioldgica, o Cerrado, ao lado da Mata Atlantica,
¢ considerado um dos hotspots (pontos quentes de alta biodiversidade)mundiais, uma
determinada 4rea de relevancia ecologica por possurr vegetagdo diferenciada da
restante e, consequentemente, abrigar espécies endémicas. Por ser o Maranhdo um

estado de transicdo geografica, pode-se considerar que muitas areas estdo servindo de
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corredores  ecologicos mno processo de distribuicdo das  espécies. No
Cerrado Maranhense tem destaque o Parque Nacional da Chapada das Mesas, que
possui vegetacdo semelhante, com relevo diferenciado e quedas de 4gua. Possui uma
area de 160 mil hectares, abrange os municipios de Carolina, Estreito e Riachdo, no
centro-sul do Maranhdo. Foi criado em dezembro de 2005, estando inserido nas metas
dos Orgdos ambientais em aumentar areas protegidas do bioma Cerrado (SEMATUR,
1991; COSTA, 2010).

Devido a grande quantidade de espécies, a savana do Cerrado ¢ considerada
uma das mais ricas do mundo (WALTER, 2006), tendo sido relatados mais de 12.350
espécies de plantas vasculares (MENDONCA et al, 2008). Contudo grande parte da
vegetagdo original estd completamente destruida (BRIDGEWATER et al, 2004;
MACHADO et al., 2004; SANO et al, 2007; SANO et al., 2008) e cerca da metade
das areas remanescentes encontram-se bastante alteradas e fragmentadas, podendo ndo
mais servir a conservacdo da biodiversidade (MACHADO et al, 2004; MARTINS,
2014).

Estudo de Aquino et al. (2007) descreve 69 espécies florais nativas do
Cerrado e algumas delas s3o: Hancornia speciosa Gomes (mangaba), Tabebuia
ochracea (Mart.) Bur. (ipé-amarelo), Platonia insignis Mart. (bacuri), Diospyrus
hispida (caqui), Eschweilera nana (O.Berg) Miers (sapucaia), Copaifera langsdorffii
Desf. (copaiba, Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (jatoba), Stryphnodendron
rotundifolium Benth. (barbatimdo), Byrsonima coccolobifolia Kunth (murici), Myrcia

sellowiana O. Berg (goiabinha) dentre outras.

2.2.1.2 Ambiente de transicdo entre Amazonia-Cerrado-Caatinga-Costeiro

O municipio de Belagua, selecionado para esse estudo, esta localizado em area
considerada para Ecologia como um ec6tono, ou seja, uma zona de transicdo, onde os
tipos de vegetacdo coexistem (TANUS, 2004); estando o mserido entre os biomas do
Cerrado e Costeiro.

A zona costeira maranhense possui grande variedade morfologica e
ambiental. E constituido pela planicie litordnea, representada por extensas dunas e
costdes rochosos e seu relevo ¢ formado por planaltos entremeados por chapadas. Em
virtude da transicdo entre a vegetagdo que possui clima amazonico € o semidrido
nordestino, o territorio maranhense ¢ composto por diferentes biomas. E possivel ter

em vista desde a floresta amazonica até a caatinga nordestina, contando com
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expressivas areas de cerrados, além de litoral com campos inundaveis, manguezais e
formacdes arbustivas, formando um conjunto de belezas naturais fmpar no territorio
brasileiro (MARANHAO, 1991, 2010; BRANCO, 2012).

Os manguezais configuram-se como ecossistemas tipicamente —tropicais
estando presentes em quatro continentes e distribuidos em seis regides geograficas do
planeta. As ocorréncias de maior importancia localizam-se na América Central,
Caribe, India, Peninsula da Indochina, Brasil e Australia. No Atlantico Ocidental
organizam-se desde a Florida (EUA) até o estado de Santa Catarina, sul do Brasil
Estes, ainda, crescem em zonas costeiras protegidas, planicies inundaveis, praias
lodosas e desembocaduras de rios. Pertencem a uma variedade de familia de plantas,
destacando-se Combretaceae, Rhizophoraceae e Avicenniaceae (MELO, 1996;
CASTRO et al., 2008).

A érea de estudo encontra-se no segmento do Litoral Oriental do Maranhdo,
compreendido entre o Golfio Maranhense e a foz do rio Parnaiba, localiza-se o Parque
Nacional dos Leng¢dis Maranhenses com 155.000 ha de area dividida entre os
municipios de Barreirinhas, Santo Amaro do Maranhdo e Primeira Cruz,
caracterizando-se pela presenca de campos de dunas formadas durante o Quaternario,
abrangendo dunas intercaladas por lagoas. O Parque conta com cerca de 53
localidades; dentre elas varios povoados como Buritizinho, Preazinho e Tabocas cuja
populacdo realiza atividades de exploracdo dos recursos naturais para a sobrevivéncia,
como a meliponicultura (SOUZA, 2007).

A bacia hidrografica de Barreirinhas ¢ escoada pelo Rio Preguicas e seus
afluentes. O municipio possui clima subumido e constitui o perimetro norte dos
cerrados maranhenses que avangcam do sul do Estado em dire¢do ao litoral ocupando
toda a Bacia Paranaibana principalmente ao leste € ao sul. O Cerrado naquela regido ¢
formado por uma vegetacdo esparsa com plantas de periodos de floragdo alternados.
Ainda encontram-se manchas de mata margeando pequenos corregos que desaguam no
Rio Preguicas e que vém sofrendo acentuada acdo antrépica como queimadas e
derrubadas (REBELO & CABRAL 1997). A destruicio da regiio dos mangues
ocasiona sérios impactos ambientais € socioecondmicos imensuraveis, uma vez que
diminui a produtividade natural, altera a paisagem e provoca a saida for¢ada de

populacdes locais (SCHAEFFER-NOVELLI, 2002).
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A costa maranhense possui caracteristicas como regime de macromarés, alta
pluviosidade, rica hidrografia, alta umidade, sedimentos adequados (site e argila),
entre outros (REBELO-MOCHEL, 2001; KJERFVE et al, 2002). As espécies
botanicas comumente encontradas nessa regido sdo: Panicum racemosu Spreng
(capim-de-areia), Hybanthus  ipecacuamba  Linn  (alecrim-da-praia),  Acicarpha
spathulata  R.Br. ( carrapicho-da-praia), Oxypetalum sp R.Br. (cipo-de-
leite), Melocatus violacens  Pfeiff. ~ (coroa-de-frade), Epidendrum  elipticurn L.
(orquidea-da-restinga), Avicennia schaweriana Stapf & Leechm (mangue-preto), A.
germinans L. (mangue-branco;sereiba), Rizophora L. (mangue-vermelho) e
Conocarpus erecta Linnacus (MARANHAO, 2000). Souza (2007) em estudo sobre a
paisagem do municipio de Barreirinhas identificou algumas culturas vegetais como
Byrsonima sp L. (murici), Anacardium ocidentales L. (caju), Ipomea pes caprae L.
(salsa-da-praia), Canavalia obtusifolia Lam. (feijao-da-praia), Chrysobalanus icaco L.
(guajirw), Clusia lanceolata L. (cebola-de-restinga), Acicarpha spathulata R.Br.
(roseta), Cordia curassavica (Jacq.) Roen. & Schult. (pimenteira), Carapa guianensis
Aubl (andiroba), Tapirira guianensis Aubl. (pau-pombo), Heliconia hirsuta L.
(bananeira-do-mato), Montrichardia arborescens (L.) Schott. (aninga) e Copernicia

cerifera Mart. (carnatba).

2.2.1.3 Amazonia

Esse bioma ocupa a area oeste do estado do Maranhdo, correspondendo a areas
de formacdes arbdreas secundarias, bem como vegetacdo com caracteristicas de portes
diferenciados (FEITOSA & TROVAO, 2006). Sua cobertura florestal esta reduzida a
menos de 25% da original (MARTINS & OLIVEIRA 2011), sendo que esta area ¢ a
que possui maior densidade populacional da Amazonia Legal

Alguns dispositivos legais sdo utilizados para preservar esta areca da Amazonia
no Maranhdo, tais como as Unidades de Conservagdao, destacando-se a Reserva
Biologica do Gurupi, criada em 1961, que abriga além de uma grande diversidade
floristica e faunistica, diversos povos tradicionais indigenas e a parte da Baixada
Maranhense, definida como Area de Protegdo Ambiental pelo decreto estadual 11.900
de junho de 1991, possuindo cerca de 98,65% do bioma Amazbnia e 1,35% do bioma
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Cerrado'. Palmeirdndia, municipio de analise deste estudo compde o bioma Amazdnia

(BRASIL, 2008), e esta inserido no contexto da Baixada Maranhense (Figura 7 e 8).

Figura 7. Baixada Maranhense.
Fonte: Jornal O Imparcial, 2015.

A Baixada Maranhense possui uma area de 20 mil quilometros quadrados, nos
baixos cursos dos rios Mearime Pindaré, com médios e baixos cursos dos
rios Pericuma e Aura, reunindo um dos mais belos conjuntos de lagos e lagoas naturais
do Brasil. A Baixada ainda abriga o maior conjunto de bacias lacustres do Nordeste,
onde se destacam os lagos Acl, Verde, Formoso, Carnauba e Jatoba. E uma éarea
de Protegdo Ambiental pelo governo do Estado, desde 1991, pela sua
importincia ecologica e economica. Possui extensos manguezais, campos inundados e
matas de galeria, uma rica fauna e flora, com destaque para aves aquaticas
(migratorias) e animais ameagados de extingdo como o peixe-boi marinho. Regido
ecologica de distinta importancia no Estado e no Nordeste pelo potencial hidrico. No
verdo, somente no Lago Ag¢u, sdo pescados até 15 toneladas (t) de peixes por dia; ja no
Lago de Viana a produgdo anual chega a 1000 t. Entretanto, desmatamentos e
queimadas vém pondo em risco esse bioma; também conhecido como
Pantanal Maranhense (COSTA, 2010).

Na Baixada Maranhense a vegetacdio ¢ composta por espécies como:
Byrsonima crassifolia L. Kunth (murici), Psidium guajava L. (goiaba), Malpighia

glabra L. (acerola), Tamarindus indica L. (tamarindo), Bixa orellana L.

'Informagdo  retrada o site Unidade de Conservagdio do Brasil, disponivel em:
https://uc.socioambiental.org/uc/1042. Acesso em 07 de fevereiro de 2017.
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(urucum), Cucumis anguria L. (maxixe), Manihot esculenta Crantz
(macaxeira), Manihot  utilissima Pohl (mandioca), Zea mays L. (milho), Phaseolus
vulgaris L. (fejdo), Turnera ulmifolia L., Borreria verticillata Mayer, Crotalaria
retusa L., Dalechampia scandens L., Neptunia plena Benth (tripa de vaca), Pontederia
parviflora Alexander (cebola), Eichornia azurea. (Sw.), Kunth (aguapé) e Orbignya
phalerata Mart. (babagu) IBANES et al, 2000; OLIVEIRA-PEREIRA & REBELO
2000; MARTINS etal, 2011).

Ainda, na regido da Baixada Maranhense, sdo encontrados com frequéncia
espécies vegetais para fins medicinais como Lithraea brasiliensis L. (aroeira),
Anacardium occidentalle L. (cajuerro), Mangifera indica L. (mangueira), Anona
squamosa L. (ata), Plumeria drdstica Mart. (janauba), Bixa orellana L. (urucum),
Tiaridium alongatum L. (crista de galo), Carica papaya L. (mamoeiro), Chenopodium
ambrosioides L. (mastrugo), Manihot esculenta Crantz. (mandioca), Zea mays L.
(milho), Melissa officinalis L. (erva cidreira), Mentha sylvestris L. (horteld) dentre
muitas outras encontradas nesse regido; caracterizando uma vegetagdo rica € que vém
sofirendo degradacdo floristica ao longo dos anos devido a agdo humana com
queimadas e desmatamento da flora e fauna (REGO, 1988). As palmeiras que possuem
maior representatividade na Baixada sdo a Orbignya phalerata Mart.( babagu),
Mauritia flexuosa L.F (buritl), Copernicia prunifera Mill (carnauba) e a Astrocaryum
vulgare Mart.(tucum) (MENDONCA, 2006).

Regido de muitas belezas naturais e recursos socioecondmicos que demonstram
a singularidade e o valor do local, a Baixada Maranhense ¢ formada por grandes
planicies baixas que alagam na estacdo das chuvas, criando enormes lagoas em
determinados meses do ano (SALES, 2015).

A Baixada Maranhense representa area de ocupagdo antiga, ou seja, onde as
familias ja4 estdo estabelecidas secularmente, desde o tempo das grandes fazendas
monocultoras. A area de ocorréncia dos babaguais nessa regido corresponde a
1.873.500 hectares. A paisagem da Baixada caracteriza-se pelos chamados campos
naturais, grande alagados que enchem nos meses que correspondem ao inverno e
secam nos meses que correspondem ao chamado verdo. A reprodugdo das familias ¢é
garantida pela conciliagdo do trabalho nas rogas com as praticas extrativas do coco, da
jucara, do buriti e da pesca em algumas situagdes. O grande problema enfrentado ¢ a
privatizagdo desses campos para a pecudria bovina e bubalina, apesar da Constituigdo

Estadual determinar a sua retirada. A consequéncia dessas privatizagdes ¢ a devastagao
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em larga escala de babacguais, jucarais e buritizais; com destruicdo dos campos naturais
e o aumento da periferia das pequenas cidades em funcdo da saida das familas que ja
ocupavam as terras de forma tradicional (ALMEIDA et al, 2005).

A populagdo da Baixada Maranhense t€ém relatado modificacdes da vegetagao
causadas principalmente pelo homem ao longo das ultimas trés décadas, a partir de
desmatamentos, queimadas, barramentos de igarapés, dentre outros problemas. As
mudangas tém afetado a duracdo e o nivel das mundacdes nas planicies da regido,
assim como a salnizagdo das areas sob influéncia das marés via igarapés e rios.
Atualmente A vegetagdo vem sofrendo modificagdes, tornando-se menos diversa, com
dominancia de poucas espécies mais tolerantes a periodos mais longos de seca, a

salinidade, bem como a outras condicdes modificadas no ambiente regional
(MACHADO & PINHEIRO, 2016).

2.3 Meliponineos

As abelhas fazem parte da ordem Hymenoptera, familia Apidae e tribo
Meliponini; com grande importincia ecologica, econdmica e social, pois sdo
encarregadas por grande parte da polinizacdo de plantas nativas e cultivadas nas areas
onde ocorrem (MICHENER 2000; 2007). A tribo Meliponini possui 33 géneros
Neotropicais (incluindo uma extinta, o género Proplebeia) entre eles o género
Meliponallliger, composto por quatro subgéneros fazendo parte aMelipona
(Melikerria) que possui 10 espécies sendo Melipona fasciculata Smith encontrada no
Maranhdo, Mato Grosso, Pard, Piaui e Tocantns(CAMARGO & PEDRO, 2013).

Por volta de 60% da polinizacdo da vegetacdo tropical (BROSI, 2009) do
Brasil e do mundo sdo obtidas direta e indiretamente através das abelhas sem ferrdo
(ferrdo atrofiado) e acredita-se que esse evento contribui com a economia dos paises
tropicais (SANTIAGO 2013). O restante da vegetacdo ¢ polinizado pelas abelhas
solitarias, borboletas, coledpteros, morcegos, aves, alguns mamiferos, agua, vento,
epelas abelhas africanizadas (CAMARA et al., 2004;).

As espécies vegetais do Pard mais significativas na composi¢do dos méis da
Melipona fasciculata Smith sdo Anacardium occidentale L. — Anacardiaceae (caju), 4.
giganteum Regel — Anacardiaceae (caju-agu), Avicemnia nitida Sess¢ & Moc. —
Avicenniaceae  (siriuba), Miconia minutiflora (Bonpl) DC.—- Melastomataceae
(sapateira) e Vismia guianensis (Aubl) Pers. - Clusiaceae (lacre), além de outras

espécies de grande importdncia botinica para essa regido (VENTURIERI et al, 2003).
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No Maranhdo foram descritas por Kerr et al. (1986) 79 espécies botanicas
utilizadas pela Melipona fasciculata, para a composicdo de seus produtos, entre elas
estdo: Anacardium officinale Pritz (caju), Mangifera indica L. (manga), Tapirira
guianense Aubl (pau-pombo), Bixa orellana L. (urucum), Caryocarvillosum Aubl
(piqui), Helianthus annuus Cockerell (girassol), Cucumis anguria Gandoger (maxixe),
Cucumis sativus L. (pepino), Persea americana Mill (abacate), Fucalyptus robusta L.
(eucalipto), Cocos nucifera L. (cOco-da-praia) sendo estas visitadas em algumas
épocas do ano e as visitadas durante todo o ano encontramos Capsicum annuum L.
(pimentdo), Capsicum spp L. (pimenta), Solanum melongena L. (berinjela) e Physalis
sp L. (tomatiho) e as mais abundantes nos mangues foram Avicennia nitida Jecq.
(sirtiba), Vitex sp L. (agno-casto) e Vochysia sp Aubl

A flora de maior importancia visitada pela Melipona fasciculata Smith, numa
regido de floresta amazonica no Maranhdo, foram Astrocaryum sp. G. Mey.( (palmito),
Cassia occidentalis L. (fedegosa), Cassia sp. L., Combretum sp. Mart.(sipauba),
Gustavia augusta L. (jandiparana), Mimosa caesalpiniifolia Benth. (sabid), Mouriri
acutiflora Naudin, Myrcia cuprea (O. Berg) Kiaersk., Neptunia plena (L.)
Benth.(dorme-dorme), Attalea speciosa Mart.(babacu), Ouratea castanaefolia (DC.)
Engl, Tibouchina sp. Cham., Senna alata (L.) Roxb., Solanum grandiflorum Ruiz &
Pav., Solanum jamaicense Mill., Solanum sp. L. e Spondias sp. L. (CARVALHO et
al., 2016).

Apesar da significativa importancia dos meliponineos por promoverem a
polinizacdo e assim preservar a flora da regido, ainda ha muito a ser estudado sobre o
comportamento dessas abelhas e sobre a composicao quimica dos produtos que elas
produzem, sendo de suma importancia a preservagdo dos biomas naturais através da
consciéncia do homem em ndo expandir as fronteiras agricolas e a exploracao
desordenada dos recursos naturais, mantendo dessa forma muitas espécies € ndo
correndo o risco de extingdo (OLIVEIRA et al, 2013).

Os Meliponineos, abelhas com ferrdo atrofiado (vestigial) sendo incapazes de
ferroar, mas ndo significa que sdo incapazes de se defender, pois isso € possivel
através de meios como enrolar-se nos cabelos, pelos do agressor, entrar dentro das
narinas e ouvido, causando problemas de saude (OLIVEIRA etal., 2013).

Possuem importancia ecologica, social eecondmicacomo agentes polinizadores,
visando a manutengdo de espécies vegetais, o equilbrio ecoldogico nos diferentes

ecossistemas e na producao de mel, propolis e geopropolis, portanto a meliponicultura
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gera renda para varias familias de baixo poder aquisitivo, além de permitir a
manutencao dos meliponineos e da vegetagdo. Omanuseio dessas abelhas ¢ feito com
mnformagdes que os meliponicultores adquiriramao longo dos anos e que vao passando
de geracdo a geracdo, sendo poucos os que recebem um apoio técnico especializado,
por esse motivo as colonias sdo transferidas para caixas rusticas sem nenhuma
padronizagdo. A meliponicultura ¢ uma atividade que requer um manuseio adequado
mas que ocupa pouco o tempo do meliponicultor em comparagdo a outras atividades
agricolas (VENTURIERI, et al., 2003).

Assim, devido ao elevado valor socio-econdmico, cultural, e, especialmente,
dada a grande importincia para a manutencdo dos ecossistemas, essas abelhas devem
ser estudadas e valorizadas para agregar valor a seus produtos e subprodutoscomo o
mel, pélen (proteina) e geopropolis (KERR 1987; AIDAR 1996; BEZERRA 2002;
MARTINS et al, 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar ensaios de caracterizagdo com geopropolis de Melipona fasciculata de
diferentes biomas do estado do Maranhdo, visando contribuir com pardmetros de

qualidade do produto.
3.20bjetivos especificos

v Caracterizar a composicdo quimica qualitativa e quantitativa de extratos
de geopropolis de Melipona fasciculata de diferentes localidades;

v Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos de geopropolis de
Melipona fasciculata;

v Avaliar dentre as regides estudadas, qual fornece geopropolis de
Melipona fasciculata de melhor qualidade;

v Contribuir com a avaliagdo de pardmetros de qualidade para
geopropolis de Melipona fasciculata de diferentes regides do estado do Maranhdo;

visando agregar valor ao produto.
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacio da drea de coleta

Foram selecionados meliponarios de 03 (trés) biomas do estado do Maranhao
(Zona de transicdo entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro Maranhense, Amazonia
Maranhense e  Cerrado  Maranhense) sendo a zona de  transicdao
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro  com  caracteristicas mais  expressivas  de
Costeiros representando estudo inédito até o momento.

A zona costeira do Maranhdo apresenta uma faixa litoranea estendendo-se por
640 km distribuidos entre a foz do rio Gurupi e do Parnatba onde encontra-se o Parque
Nacional dos Lengois Maranhenses (SOUZA, 2007). Nessa regido foi selecionado o
municipio de Barreirinhas (bioma de transicdo com predomindncia do bioma Costeiro)
e Belagua (bioma de transicdo com predommancia do bioma Cerrado) para a coleta
das amostras de geopropolis.

A Amazbnia Maranhense ¢ caracterizada por apresentar dois periodos
climaticos bem definidos: um seco e um chuvoso (BARROS, 2013). Nessa regido foi
selecionado o municipio de Palmeirdndia para estudo das amostras.

A regido de Cerrado Maranhense possui elevada diversidade floristica o que
leva a heterogeneidade local e regional do bioma dessa regido, com vegetacao
cortando o Estado entrando em contato com todos os biomas do Maranhdo (SILVA, et
al,, 2008). Nesse bioma foi selecionado o municipio de Fernando Falcao para a coleta

das amostras de geopropolis.
4.2 Coleta das amostras

As amostras da geopropolis de Melipona fasciculata foram coletadas em
municipios (tabela 1) localizados nas regioes de transicao
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro, na Amazonia Maranhense e no Cerrado

Maranhense no més de agosto do ano de 2012.
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Tabela 1. Biomas e municipios do estado do Maranhdo, com indicagdes geograficas,
selecionados para coletas das amostras da geopropolis de Melipona fasciculata Smith

Bioma M unicipio Latitude Longitude Codificacoes
Amazonia/Cerrado  Barreirinhas  2°44' 58" Sul  42°49' 58" Oeste COB
/Caatinga/Costeiro

Belagua 3°9"45" Sul  44°55' 1" Oeste CEB

Amazonia Palmerandia  2°40' 54" Sul 43°30'37" Oeste AMP

Cerrado Fernando 6°9'25" Sul  44° 53' 37" Oeste CEF
Falcdo

COB (Zona de transi¢do entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro do Maranh@o com mais caracteristicas de
Costeiro do municipio de Barreirinhas); CEB (Zona de transi¢do entre Amazdnia/Cerrado/Caatinga/Costeiro do
Maranhdo com mais caracteristicas de Cerrado do municipio de Belagua); AMP (Amazdniado Maranh&o do
municipio de Palmeirandia); CEF (Cerrado do Maranhao do municipio de Fernando Falcdo)

No municipio de Barreirinhas foram selecionados trés meliponarios para coleta
das amostras, no municipio de Beldgua foi selecionado um meliponario, no municipio
de Palmerandia foram selecionados trés meliponarios € no municipio de Fernando
Falcao um melipondrio foi escolhido para coleta das amostras.

Nesses meliponarios, o material foi coletado com auxilio de espatulas
esterilizadas. Apos coleta, as amostras foram acondicionadas, isoladamente,
identificadas, em frascos de vidros ambar esterilizados e mantidas em condigdes

adequadas de temperatura e umidade (DUTRA et al., 2008).
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LOCALIZAGCAO DAS AREAS DE ESTUDO
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Figura 8. Area de estudo.
Fonte: Garcés Jr. , 2017.

4.3 Obtencido dos extratos da geopropolis de Melipona fasciculata

Apods a coleta, as diferentes amostras de geopropolis de Melipona fasciculata
foram trituradas em momho tipo faca, para obtencdo de p6 (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

A partir do pd foram obtidos extratos hidroalcodlicos, através da maceracao
com hidromodulo 12 (p/v) em etanol 70% por 48h e filtradas para separacdao da parte
mnorganica (terra). As solucdes extrativas foram concentradas em evaporador rotativo
obtendo os extratos hidroalcoolicos da geopropolis, os quais foram armazenados em
temperatura de 8-10°C para posteriores andlises (DUTRA et al., 2008; CUNHA et al,

2009). Nessa etapa do estudo os extratos foram codificados de acordo com figura 9.
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BIOMAS

Zona de Transicdo entre Amazonia do Cerrado do
Amazdnia/Cerrado/Caatinga/Cost Maranhao Maranhao
eiro do Maranhdo
Predommancia Predommancia Municipio de Municipio de
de Cerrado de Costeiro Palmeirandia Fernando
Falcao
Municipio Municipio de EG-AMP1
de Belagua Barreirinhas EG-AMP2 EG-CEF
EG-AMP3
EG-CEB EG-COB1
EG-COB2
EG-COB3

Figura 9. Esquema ilustrativo dos biomas e municipios selecionados para aquisicdo de amostras de
geopropolis de Melipona fasciculata Smith. nos meliponarios locais, com indica¢do dos codigos
atribuidos aos extratos obtidos dessas amostras.

EG-CEB (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smithda Zona de Transigdo entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de cerrado do municipio de Belagua do
Estado do Maranhdo); EG-COBI (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smithda Zona de
Transi¢do entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predominancia de zona costeira do
municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhdo), EG-COB2 (extrato de geopropolis de Melipona
fasciculata Smithda Zona de Transicdo entre Amazdnia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com
predomindncia de zona costeira do municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhéo), EG-COB3
(extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Zona  de Transicdo entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predominidncia de zona costeira do municipio de
Barreirinhas do Estado do Maranhao), EG-AMPI (extrato de geoprdopolis de Melipona fasciculata
Smith da Amazdénia Maranhense do municipio de Palmeirdndia do Estado do Maranhao), EG-AMP2
(extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Baixada Maranhense do municipio de
Palmeirdndia do Estado do Maranhao), EG-AMP3 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata
Smith da Baixada Maranhense do nunicipio de Palmeirdndia do Estado do Maranhdo) e EG-CEF
(extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith do Cerrado Maranhense do municipio de
Fernando Falcdo do Estado do Maranh@o).

4.4 Determinacdo da concentracio de polifendlicos e flavonoides totais nos

extratos de geopropolis de Melipona fasciculata

Nos extratos EG-COBI1, EG-COB2, EG-COB3, EG-AMP1, EG-AMP2, EG-
AMP3, EG-CEB e EG-CEF a concentragdo dos polifendlicos totais foi determinada
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utiizando reagente  Foln-Ciocalteau e carbonato de so6dio a 20%, por
espectrofotometria  (espectrofotometro UV-Vis Lambda 35, PekmnElmer a 760nm)
empregando concentragdes de acido galico (Merck) como padrdo. A concentracdo de
flavonoides totais foi determmnada pelo método fotocolorimétrico com solugdo
metandlica de cloreto de alummio (AICk) a 5%, por espectrofotometria
(espectrofotometro UV-Vis Lambda 35, PerkinElmer a 425 nm) empregando
concentragcdes de quercetima (Merck) como padrao (DUTRA et al, 2008; DUTRA et
al, 2014). As andlises foram realizadas em triplicatas.

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante nos extratos da geoprépolis de Melipona

fasciculata
4.5.1 Ensaio de sequestro de radicais DPPH ou captura do radical livre DPPH

A atividade antioxidante dos extratos EG-COB1, EG-COB2, EG-COB3, EG-
AMPI1, EG-AMP2, EG-AMP3, EG-CEB e EG-CEF foi realizada pelo método
fotocolorimétrico in  vitro utilizando o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrihidrazila
(DPPH) segundo Brand-Willians et al. (1995) com modificagdes, com solucdo de
DPPH (40 pg/mL) em etanol P.A. (Merck). A partir das solugdes dos extratos na
concentracdo de Img/mL (solugdo estoque), foram obtidas solugdes em diferentes
concentragcdes (Spug/mL, 10 pg/mlL, 15 pg/mlL e 20 ug/mlL) nas quais foi adicionado 3
mL da soluigio de DPPH. O controle foi preparado adicionando-se aliquotas
apropriadas de etanol P.A equivalentes as diferentes concentragdes com 3 mL da
solucdo de DPPH. Trinta minutos apos a adicdo de DPPH, foi realizada a leitura em
espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer) a 517 nm, utilizando como
padrao Trolox. As andlises foram realizadas em triplicata. A percentagem da atividade

seqiiestradora (% AS) foi calculada pela equagdo:

% AS = 1OOX(Acontrole = Aamostra)/Acontrole
onde Acontrole € a absorbancia do controle (solugdo com radical DPPHe
etanol) € Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca dos extratos ou do padrdo

Trolox.

A capacidade antioxidante das amostras foi expressa como CEso (concentreciao

efetiva), que foi definida como a concentragdo (nug/mlL) da amostra necessaria para
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mibir a concentracdio de DPPH em 50%. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.5.2 Ensaio de sequestro de radicais ABTS™

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada pelo método do radical
ABTS™ como descrito por Re et al (1999) com modificagdes. Para a formacdo do
radical ABTS, 7 mM/L foi misturada uma solu¢do de 2,45 mmolde persulfato de
potassio, sendo a mistura armazenada ao abrigo da luz durante 16 h. O radical foi
diluido com etanol P.A. até obter uma absorbancia de 0,700 = 0,02 a 734 nm.
Diferentes diluicdes das amostras foram entdo adicionadas a 3,0 mL do radical
ABTS"no escuro. As absorbancias das amostras foramlidas em 734 nm em
espectrofotometro de UV-Vis (Lambda 35, PerkinElmer) apdés 6 min de reacdo,
utilizando etanol como branco. Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-4cido
carboxilico) foi utilizando como controle positivo.

A percentagem da atividade antioxidante (% AA) foi calculada pela formula:

% AA = (%) = 100 — [(Aamostra™ Abranco) * 100/Acontrole],
onde Acontrole € a absorbancia do controle (solugdo com radical ABTS™ e etanol)

€ Aamostra € @ absorbancia do radical na presenca dos extratos ou do Trolox.

A porcentagem da atividade antioxidante foi relacionada com a concentragao
da amostra para a obtengdo da concentragdo eficiente (CEsg), definida como a
concentracdo da amostra necessaria para causar uma iibicdo de 50% da concentragdo

inicial do radical ABTS™™ Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
4.5.3 Capacidade redutora de ferro (Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP)

O método descrito por Benzie & Strain (1996) com algumas modificagdes, foi
utilizado para determinar a atividade antioxidante das amostras baseado na reducdo do
ferro usando o ensaio FRAP, que mede a capacidade das amostras, em meio acido (pH
3,6), de reduzir o complexo férrico 2.,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (Fe®>* - TPTZ) para a
forma ferrosa de coloragio azul intensa (Fe’"), que absorve a liz em 593 nm. O
reagente FRAP foi preparado imediatamente antes da andlise através da mistura de 25
mL de tampao acetato (300 mM/L, pH 3,6 ), 2,5 mL de solu¢ao de TPTZ (10 mM/L
TPTZ em 40 mM/L HCI) e 2,5 mL FeCl;.6 H,O (20 mM/L) em solugdo aquosa. Uma
aliquota de 100 pL de diferentes concentracdes das amostras (1-100,0 pg/mlL) foi
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adicionada a 300 puL de agua destilada e 3,0 mL de reagente de FRAP e as misturas
foram incubadas no banho de 4gua a 37°C durante 30 mnutos. A absorbancia da
mistura reacional foi lida a 593 nm em espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35,

PerkinElmer) utilizando a solucdo de FRAP como branco.

A curva analitica foi construida utilizando-se diferentes concentragdes de
FeSO4.7H,0 (0-2000 mM/L)r® = 0,9987). Os resultados foram expressos em
FeSO4/gde amostra. O padrdo de trolox foi tratado sob as mesmas condigdes que as

amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de Ultravioleta/Visivel

(CLAE/UV) dos extratos de geopropolis de Melipona fasciculata

Os extratos EG-COB1, EG-COB2, EG-COB3, EG-AMP1, EG-AMP2, EG-
AMP3, EG-CEB e EG-CEF foram, separadamente solubilizados em 1 mL de metanol
(grau HPLC, Merck), filtrados em filtros de Nylon (Allcrom, 0,22 pm), mjetados
(25uL) e analisados em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de ultra-
violeta (CLAE-UV) (Surveyor Plus/Finnigan), comprimento de onda (L) 254,
utilizando coluna C18 de fase reversa (Thermo, C-18, 250 x 4,6mm, particula de
Sum). Como fases moéveis, agua Milli-Q, (Millipore) com 0,1% de acido formico
(Merck), solvente A e acetonitrila (grau HPLC, Merck), solvente B, mantendo 95% de
solvente A e 5% do solvente B em 0, 10 minutos, 80% de solvente A e¢ 20% do
solvente B em 30 minutos, 60% de solvente A e 40% do solvente B em 60 minutos,
0% de solvente A e 100% do solvente B em 90 minutos e fluxo constante de 1

mlL/min.

4.7 Anilise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodo acoplado a espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray
(CLAE-DAD-ESI-EM\EM) do extrato de geopropolis de Melipona fasciculata da
zona de transicio entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro do municipio de
Belagua (EG-CEB)

Com base na avaliacdo da atividade antioxidante pelos trés métodos
anteriormente descritos (item 4.6) foi selecionado extrato EG-CEB para etapa de
fracionamento para andlise por CLAE-DAD (LC-10AD, Shimadzu), com detector de

arranjo de fotodiodo acoplado com espectrometro de massas (LC-EM/EM, Bruker
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Daltonics Esquire 3000 Plus), com analisador tipo fon trap quadrupolo e ionizagdo por
eletrospray (ESI).

As condigdes de diluicdo da amostra e a composicdo da fase mével foram as
mesmas descritas no topico 4.6. Os espectros de massas foram obtidos em modo
negativo, utilizando nitrogénio ultra-puro como gas de nebulizacdo com fluxo de 7,0
L/min, pressio de 27 psi, potencial de 4.0 kV, temperatura de 320° C e fluxo para
massas de 100 pL/min, em baixa resolugdo, na faixa de 100 a 3000 mz. A
identificacdo dos constituintes foi feita por comparagdo dos espectros de massas

obtidos com espectros de massas da literatura.

4.8 Analises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma
vez. Os resultados da determinacao de polifendis e flavonoides totais foram expressos
como média + desvio padrio e da atividade antioxidante em CEsy (concentracio
efetiva em 50%) e avaliados através de andlise de variancia (ANOVA) One-Way,
seguidos do teste de Tukey, onde os valores de p<0,05 foram considerados
significantes. Todos os dados foram analisados pelo Programa GraphPadPrism©
versao 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).

A mtensidade da associagdo linear existente entre as varidveis pode ser
quantificada através do chamado coeficiente de correlagdo linear de Pearson:

r=Cxy/SxSy,r€][-1, 1],

onde Cxy € a covariancia ou variancia conjunta das variaveis X € y; Sx ¢ desvio
padrio da variavel x; Sy é desvio padrio da variavel y (SOUSA, Aurea. Coeficiente de
Correlagao Linear de Pearson).

Assim, o teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para avaliar a correlagao
entre o teor de poliendis totais (%), teor de flavonoides totais (%), capacidade de
sequestro de radicais DPPH (CEsy), atividade de sequestro de radicais ABTS++(CEso)
e capacidade de reducdo de ferro (FeSO4/g).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O Grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdo vem
desenvolvendo estudos com propolis e geopropolis de Melipona fasciculata Smith,
oriundas de épocas distintas de coleta e diversas regides do estado do Maranhdo,
enquadrando biomas diferentes, dado reconhecimento que essas sdo variaveis que
podem interferir na composicdo quimica e, consequentemente, na atividade biologica
desses produtos.

Esses estudos com foco nas andlises quimicas e biologicas visam contribuir
com os estudos de validagdo e, assim, agregar valor a tais produtos de elevada
representatividade social e econdmica no Estado; considerando que, at¢ o momento,
ndo existe legislagdo para definicdo de parametros de qualidade para os produtos de
Melipona fasciculataSmith, apenas para classificagdo de propolis de Apis melifera L.,
espécie de abelha com ferrdo, cujos produtos apresentam amplos estudos cientificos e
legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) para regulamentar sua produgao.

Nesse sentido tem sido desenvolvidos estudos com material oriundo do bioma
do Cerrado (ABREU, 2008; LIBERIO et al, 2011; DUTRA et al, 2014; BATISTA et
al, 2016) e Amazonia do FEstado (DUTRA et al, 2008; CUNHA et al, 2009;
LIBERIO et al, 2011).

Comparando esses biomas ja estudados com as areas selecionadas para nosso
estudo (Zona de Transicdo entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro do Maranhdo,
Amazonia Maranhense e Cerrado Maranhense), podemos constatar que estamos
relatando pela primeira vez resultados com geopropolis de Melipona fasciculata
orinda da Zona de Transigdo com caracteristicas predommantes do bioma Costeiro
Maranhense, representando uma regido bem distinta das demais, com a maior extensao
de manguezais do pais, regime de macromarés, alta pluviosidade, rica hidrografia, alta
umidade e sedimentos como silte e argla (REBELO-MOCHEL, 2001; KJERFVE et
al., 2002).

Estudos de padronizacdo dos extratos de propolis € geopropolis de Melipona
fasciculata desenvolvidos por Cunha et al. (2004), Cunha et al. (2009) e Lima (2015)
comprovaram que o emprego de etanol a 60 - 100%, em relacdo de hidromddulo de
12, submetidos a extragdo por maceracdo representam as melhores condicdes
extrativas. Assim, optamos por submeter as amostras selecionadas nesse estudo a

extracdo com emprego dessas condigdes operacionais.
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Os rendimentos dos extratos de geopropolis de Melipona fasciculata obtidos
por maceracao (48 horas), empregando etanol 70% como solvente, relacdo de
hidromodulo de 1:2, variaram de 6,76 — 9,26 % (tabela 2).

Observamos que os extratos EG-CEB e EG-CEF apresentaram maiores
rendimentos (9,26% e 9,09% respectivamente). Essa variacdo de rendimento pode ser
devido a época de coleta do material resinoso das plantas que as abelhas coletam e o
tipo de barro que levam para suas colméias para formag¢do da geoprdopolis, uma vez
que o método extrativo, o solvente extrator ¢ o tempo de extragdo utilizado nesse

estudo foi 0 mesmo.

Tabela 2. Rendimento (%) dos extratos de geopropolis de Melipona fasciculata Smith
obtidos por maceragdo (48hs) com a mesma relagdo de hidromddulo e liquido extrator
em todos os extratos.

Extrato Rendimento (%)
EG-COBI 8,237
EG-COB2 7,88°
EG-COB3 8,49%

EG-CEB 9,26°
EG-AMP1 7,13¢
EG-AMP2 6,76°
EG-AMP3 6,99°

EG-CEF 9,09°

EG-COBl(extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Zona de Transi¢do entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predominancia de zona costeira do municipio de Barreirinhas
do Estado do Maranhao), EG-COB2 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Zona de
Transi¢do entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de zona costeira do municipio
de Barreirinhas do Estado do Maranhao), EG-COB3 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata
Smith da Zona de Transi¢do entre Amazdnia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de zona
costeira do municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhao), EG-CEB (extrato de geopropolis de
Melipona fasciculata Smith da Zona de Transicdo entre Amazdnia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com
predomindncia de cerrado do municipio de Belagua do Estado do Maranhdo), EG-AMPI (extrato de
geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Amazdnia Maranhense do municipio de Palmeirandia do
Estado do Maranhdo), EG-AMP2 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Baixada
Maranhense do municipio de Palmeirdndia do Estado do Maranhao), EG-AMP3 (extrato de geoprépolis
de Melipona fasciculata Smith da Baixada Maranhense do municipio de Palmeirdndia do Estado do
Maranhao) e EG-CEF (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith do Cerrado Maranhense do
municipio de Fernando Falcdo do Estado do Maranhao).

De acordo com a metodologia proposta para esse estudo foram realizados

ensaios de quantificagdo de polifendis totais, flavonoides e avaliacio da atividade
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antioxidante dos extratos identificados nesse estudo como EG-COBI1, EG-COB2, EG-
COB3, EG-AMPI1, EG-AMP2, EG-AMP3, EG-CEB e EG-CEF com amostras
representando os biomas de transigdo entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro do
Maranhdo, Amazonia Maranhense e Cerrado Maranhense (tabela 3).

Os teores de polifendis totais dos extratos hidroalcodlicos da geopropolis de
Melipona fascilulata variaram de 6,54 - 77,1% (tabela 3).

Comparando esses valores aos estudos locais ja realizados evidenciamos que
Cunha et al. (2009) indicam valores de 7,36 - 37,04% com amostras da Baixada
Maranhense (Amazonia Maranhense). Abreu (2008) e Dutra et al. (2014) com
geopropolis do Cerrado Maranhense, apresentam valores de 14,14 - 67,46% e 47,88%,
respectivamente. Recente estudo de Batista et al. (2016), com amostras de geopropolis
de Melipona fascilulata orundas da Baixada Maranhense ¢ do Cerrado Maranhense,
indicam valores de 12,66 - 21,23% e 34,83 - 84,75%, respectivamente.

Em estudos de outras localidades com produtos de diferentes espécies de
abelhas evidenciamos que Silva et al. (2013) com amostras de geopropdpolis de
Melipona interrupta Latreillee Melipona seminigra Cockerell demonstraram teores de
polifendis totais variando de 4,19 - 43,78 %. Cardozo et al. (2015) com amostras de
geopropolis de Tetragonista angustula Latreille (Jatal), Melipona quadrifasciata
Lepeletier (Mandagaia) e Melipona marginata Lepeletier (Manduri) mostraram
resultados de polifenois totais ativos variando de 10,0 - 65,24 %.

Comparando nosso estudo aos demais evidenciamos que nossos resultados
estdo de acordo com valores limites (> 5%) definidos pela legislagdo para propolis de
Apis mellifera (BRASIL, 2001).

Os teores de flavonoides totais dos extratos de geopropolis variaram de 0,29 -
4,68% nos extratos (tabela 3).

Estudo local realizado por Abreu (2008) com amostras de geoprépolis do
Cerrado Maranhense apresentou teores de flavonoides totais entre 0,51 - 1,87%.
Azevedo (2009), com geopropolis da Amazonia Maranhense (Baixada Maranhense)
indica valores entre 1,49 - 5,85%. Cunha et al. (2009), geopropolis do municipio de
Palmeirandia, regido da Baixada Ocidental Maranhense, apresentam valores de 0,8% -
1,85%. Libério et al (2011), geopropolis da Baixada Maranhense e Cerrado
Maranhense, apresentam teores de flavonoides totais entre 1,07- 2,91%.

Esses resultados em conjunto aos nossos, demonstram que todas as amostras de

geopropolis de Melipona fasciculata orundas dos diversos biomas do Maranhdo,
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apresentam valores superiores ao limite minimo de 0,25% para flavonoides totais,
definido pela legislacdo brasileira para classificagdo de propolis de Apis mellifera
(BRASIL, 2001). Resultados esses que compravam a qualidade dessas amostras
locais.

As amostras de extratos hidroalcodlicos da geopropolis de Melipona
fasciculata analisadas nesse estudo apresentaram atividade sequestradora de radical
livre de DPPH e ABTS, com CEs( variando de 24,54 - 132,5 pg/mL e 1,61 - 108,02
pg/mL, respectivamente. Pelo método do FRAP teve variagdo de 1,51 - 21,21 pg/mL;
demonstrando que 0 EG-CEB (Zona de Transicao entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro do Maranhdo com mais caracteristicas de
Cerrado do municipio de Belagua) apresentou melhor atividade antirradicalar nos trés
métodos DPPH, ABTS e FRAP.

As diferencas na atividade antioxidante entre o0s mesmos  extratos
demonstrados por diferentes testes, utiizando o mesmo padrdo (trolox) pode ser
explicado pelo mecanismo de agdo entre os métodos.

Na avaliacdo do potencial antioxidante tem sido empregado valor de referéncia
de Campos et al. (2003) que classificam extratos ativos quando apresentam valores de
CEsp < 500 pg/mL. Assim, todas as amostras analisadas nesse estudo apresentaram
potencial antioxidante, com valores menores que 500 pg/mL.

Trabalho com amostras locais de geopropolis do Cerrado Maranhense e da
Amazonia Maranhense apresentou variagdo de 4,24 - 44,44 ng/mL no DPPH e 1,29 -
18,42 pg/mL no FRAP (BATISTA et al., 2016).

Silva et al. (2013), com geopropopolis de Melipona interrupta Latreille, e
Melipona seminigra Cockerell orundas da Amazonia, demonstram valores de 10 -
325 ug/mL (DPPH ) e 3,3 - 52 pg/mL (FRAP). Souza et al. (2013), com geoprépolis
de Melipona subnitida Ducke, da regido semi-arido do estado da Paraiba apresentaram
valores de 10,1 - 239,3 ug/mL (DPPH) e 4,3 - 32,3 ug/mL (ABTS). Amostras da
geopropolis de Melipona subnitida da regido do semi-drido do municipio de
Vierépolis na Paraiba pelo método DPPH apresentaram variacao de 13,3 - 39,2 pug/mL
e pelo método ABTS de 6,9 pg/mL - 15,2 pg/mL (SOUZA et al., 2014). Cardozo et al.
(2015) com geopropolis de Tetragonista angustula Latreille(Jatai), Melipona
quadrifasciata Lepeletier(Mandacaia) e Melipona marginata Lepeletier (Manduri)
indicam resultados 5,7 - 70,5 pg/mL (DPPH).
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Tabela 3 - Teores de polifendis, flavonoides totais e atividade antioxidante nos extratos de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Zona de
Transicao entre Amazonia/ Cerrado/Caatinga/Costeira, Amazonia Maranhense e Cerrado Maranhense

Extratos Flavonoides totais(%)*,**  Polifendis totais(%)*,*** DPPH* ABTS* FRAP*
CEso pg/mL CEso pg/mL FeSO./g
EG-COBI 0,81 +0,001° 57,65 + 0,04° 41,29 +0,018° 2,77 £0,026° 16,15 + 0,466°
EG-COB2 2,02 + 0,045° 77,1 +0,05° 30,49 + 0,008° 2,33 +0,044° 4,10+ 0,316°
EG-COB3 1,61 £0,018? 20,38 + 0,004 45,66 + 0,012¢ 2,70+ 0,018° 7,10+ 0,133¢
EG-CEB 1,60 + 0,002° 73,11 £0,1° 24,54 + 0,025 1,61+ 0,012° 21,21 £0,907%
EG-AMPI1 1,15+ 0,307 7,38 + 0,03° 55,3+ 0,56° 49,16 + 2,99° 436+0,11°
EG-AMP2 4,68 + 0,89¢ 358+ 0,72" 46,9 + 0,58¢ 40,08 + 1,64° 8,61 + 0,034
EG-AMP3 0,51 +0,19° 6,54 + 0,01° 132,5+ 0,311 108,02 + 7,61¢ 1,51 +0,14°
EG-CEF 0,29 + 015° 33,9+ 0,52" 26,2 + 0,40° 9,75 + 0,45" 13,59 + 0,18"
TROLOX - - 5,11 +0,04' 2,36 + 0,04 9,09 + 0,10°

(*) Dados expressos em média = DP (n = 3). (**) representado como equivalente quercetina; (***) representado como equivalentes de acido gélico; Teor de fendlicos totais;
Teor de flavonoides totais; DPPH: radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, FRAP: férrico reduzindo o poder antioxidante; ABTS: 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) diammonium salt; TROLOX: equivalente da capacidade antioxidante; EG-COB1 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smithda Zona de Transi¢do entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de zona costeira do municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhdo), EG-COB2 (extrato de geopropolis de
Melipona fasciculata Smithda Zona de Transi¢do entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de zona costeira do municipio de Barreirinhas do Estad o do
Maranhdo), EG-COB3 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Zona de Transi¢do entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predominancia de zona
costeira do municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhdo), EG-CEB (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smithda Zona de Transi¢do entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predominancia de cerrado do municipio de Beldgua do Estado do Maranhdo), EG-AMP1 (extrato de geopropolis de Melipona
fasciculata Smith da Amazdnia Maranhense do municipio de Palmeirdndia do Estado do Maranhdo), EG-AMP2 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da
Baixada Maranhense do municipio de Palmeirdndia do Estado do Maranhdo), EG-AMP3 (extrato de geopropolis de Melipona fasciculata Smith da Baixada Maranhense do
municipio de Palmeirandia do Estado do Maranhdo) e EG-CEF (extrato de geoprépolis de Melipona fasciculata Smith do Cerrado Maranhense do municipio de Fernando

Falcdo do Estado do Maranh@o). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05), ANOVA (Tukey)
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Para melhor elucidacao da atividade antioxidante foi realizada uma correlagdo entre
os resultados obtidos pelos trés métodos (DPPH, ABTS e FRAP) e os teores de
polifendlicos totais e flavonoides (figuras 10 - 11). Valores mais proximos do nimero um
(1 e -1) significa que possui uma boa correlagdo entre os métodos.

As amostras da Zona de Transicdo entre Amazonia/ Cerrado/Caatinga/Costeira,
entre o DPPH - ABTS e Polifenois - DPPH apresentaram melhores correlagdes (figura 10);
indicando correlagdo entre teores de polifenois totais e métodos DPPH e ABTS;
evidenciando, assim, que o sequestro de radicais livres estd relacionado com os teores de
polifenois totais.

Nas amostras da Amazonia Maranhense e Cerrado Maranhense os compostos
fendlicos possuem uma correlacdo forte negativa com os métodos DPPH e ABTS; com
correlacdo forte positiva com o método FRAP (figura 11), confirmando que a atividade
antioxidante dos extratos esta relacionada aos compostos fendlicos.

Estudos locais de Dutra et al. (2014) e Batista et al. (2016) relacionam teores de
polifenois totais da geopropolis de Melipona fasciculata com agdo antioxidante. Trabalhos
de Silva et al. (2013), com geopropolis de Melipona interrupta Latreile e Melipona
seminigra Cockrell obtidas da Amazonia, e de Souza et al. (2013), com geoprépolis de
Melipona subnitida Ducke orundas da Paraiba, também apresentam correlagdo entre

fenois e atividade antioxidante.

CORRELAGCAO

FRAP-ABTS
DPPH-ABTS
DPPH-FRAP
Flavonoides-ABTS
Flavonoides-FRAP
Flavonoides-DPPH
Polifenois-ABTS
Polifenois-FRAP
Polifenois-DPPH
Polifenois-flavonoides

Figura 10. Coeficiente de correlacio de Pearson entre os métodos de atividade
antioxidante (DPPH, FRAP e ABTS) e teores de fendlicos e flavonoides totais dos
extratos de EG-COBI1, EG-COB2, EG-COB3 e EG-CEB da geopropolis de Melipona
fasciculata Smith do Zona de Transicdo entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro
Maranhense.
DPPH: 2,2-difenil-1-hicrylhydrazyl radical; ABTS: 2,2 '-azino-bis (-6-sulfonico éacido 3-
etibenzotiazolina) sal de diamonio; FRAP: férrico reduzindo o poder antioxidante.
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Figura 11. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre os métodos de atividade
antioxidante (DPPH, FRAP e ABTS) e teores de fendlicos e flavonoides totais dos
- extratos de EG-AMP1, EG-AMP2, EG-AMP3 e EG-CEF da geopropolis de Melipona
fasciculata Smith da Amazonia Maranhense e do Cerrado Maranhense.

DPPH: 2,2-difenil- 1-hicrylhydrazyl radical, ABTS: 2,2 '-azno-bis (-6-sulfonico acido 3-
etibenzotiazolina) sal de diamonio; FRAP: férrico reduzindo o poder antioxidante.

Na avaliagdo da composicdo quimica foram realizados cromatogramas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a ultravioleta-visivel (CLAE/UV-Vis),
comprimento de onda 254 nm (figuras 12 - 19); demonstrando composi¢do quimica
complexa; mas sendo evidenciado que o EG-COBI1 apresenta compostos apolares,
possivelmente triterpenos.

Analisando-se os cromatogramos ¢ possivel constatar que os extratos EG-COB2 e
EG-COB3 ¢ EG-CEB, todos oriundos de amostras da Zona de Transicdo entre AmazOnia-
Cerrado-Caatinga-Costeiro, apresentam perfis diferentes do extrato EG-COBI1 (também
oriundo desse bioma) , pois apresentam substincias de média e alta polaridade, com uma
substancia predominante nos trés extratos, com tempo de retengdo em 28 minutos,
podendo ser empregado como marcador analitico para o controle de qualidade desses
extratos (figuras 12 - 15).

Os perfis cromatograficos das amostras EG-AMP1, EG-AMP2 e EG-AMP3
(figuras 16 - 18) apresentam certa similaridade entre si, mas ndo igualdade dos
constituintes quimicos, evidenciando que os extratos EG-AMP1, EG-AMP2 ¢ EG-AMP3
apresentando constituintes quimicos com media e baixa polaridade. Mas vale destacar que
o EG-AMP3 demonstra uma substancia predominante com tempo de retencdo de 16

minutos. Ja no extrato EG-CEF (figura 19) predommnam substancias polares.

48



EG-COB1

Figura 12. Perfil cromatografico do extrato da g%oprépolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-COBI: extrato da geopropolis de
Melipona fasciculata Smith da Zona de Transi¢do entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com

predominancia de zona costeira do municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhédo
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Figura 13. Perfil cromatografico do extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-COB2: extrato da geopropolis de
Melipona fasciculata Smithda Zona de Transigdo entre Amazdnia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com

predominédncia de zona costeira do municipio de Barreirinhas do Estado do Maranhdo
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Figura 14. Perfil cromatografico do extrato da ggdlgrépolis de Melipona fasciculata Smith obtidos

por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-COB3: extrato da geopropolis de
Melipona  fasciculata  Smith da Zona de Transicdo a de transigdo entre
Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de zona costeira do municipio de

Barreirinhas do Estado do Maranhao.
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Figura 15. Perfil cromatografico do extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-CEB: extrato da geopropolis de
Melipona fasciculata Smith da Zona de Transi¢cdo entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com

predominancia de zona de cerrado do municipio de Belagua.
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Figura 16. Perfil cromatografico do extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-AMPI: extrato da geopropolis de

Melipona fasciculata Smith da Amazdnia Maranhense do municipio de Palmeirandia.

EG-AMP2 -

Figura 17. Perfil cromatografico do extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-AMP2: extrato da geopropolis de

Melipona fasciculata Smith da Amazonia Maranhense do municipio de Palmeirandia.
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Figura 18. Perfil cromatografico do extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-AMP3: extrato da geopropolis de

Melipona fasciculata Smith da Amazdnia Maranhense do municipio de Palmeirandia.

EG-CEF

= 2= ag 2 = 2= = s ™

Figura 19. Perfil cromatografico do extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith obtidos
por CLAE-UV-Vis, no comprimento de onda 254 nm. EG-CEF: extrato da geoprépolis de

Melipona fasciculata Smith do Cerrado Maranhense do municipio de Fernando Falcdo.

Diante da representatividlade da composicdo quimica e atividade antioxidante do
EG-CEB, essa amostra foi submetida a CLAE-DAD-ESI-EM\EM para identificacdo, com
base nos ions fragmentarios m/z, por compara¢do aos os descritos na literatura (figura 20).
Sendo identificados por tentativa, como taninos hidrolisaveis, apresentados na tabela 4 que
resume a tentativa de identificagdo dos compostos fendlicos com base nos seus tempos de
retencdo, absorbancia maxima no UV-VIS (A max), peso ion molecular [M - H] e os
principais ions produzidos por CLAE/EM/EM dos quatro picos de fragmentagdao do extrato
EG-CEB.
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Figura 20. Perfil cromatografico extrato da geopropolis de Melipona fasciculata Smith do municipio de
Belagua (EG-CEB), por CLAE-DAD-ESI-EM\EM (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
arranjo de diodo acoplado a espectrometria de massas com ionizag@o por eletrospray).

Tabela 4. Tentativa de identificacdo de taninos hidrolisdveis no extrato da geopropolis de
Melipona fasciculata Smith, do municipio de Belagua (EG-CEB), por CLAE-DAD-ESI-
EM/EM (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodo
acoplado a espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray).

Pico  Composto TR MM [M-H] =~ Principais Formula Compos tos
(min) m/z fragmentos Molecular identificados
EM/EM(m/z) Taninos
hidrolis aveis
1 1 34 482 481 301, 275 Ci3Hi5014 HHDP-glicose
2 2 8,2 784 783 481, 275 C34H405, Bis-HHDP-glicose
Pedunculagina 1
2 3 8,2 634 633 481,301 Cy7H;,015 Galoyl-HHDP-
glicose
3 4 17,8 786 785 483, 301,633 C34H60,, Digaloyl-HHDP-
glicose

TR (tempo de retengdo); MM (massa molecular); [M-H] = (fon molecular); m/z (massa/carga);
HHDP(hexahidro xid ifen l)

O composto 1 (pico 1 na figura 20) no espectro de massa mostrou ion molecular
m/z 481 [M - HJ seguido da fragmentacdo de ions m/z 301 (acido elagico) e ion m/z 275
devido a descarboxilacdo; indicando que esse composto pode ser HHDP-glicose, apos
perda de uma unidade de glicose (FISCHER; CARLE;KAMMERER, 2011; DUTRA et al,
2014).

Dois compostos no tempo de retengdo 8,2 minutos (pico numero 2 na figura 20)

foram identificados; com fragmentagdo do ion molecular m/z 783 [M - H] produzindo
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fragmentos de ion m/z 481 e 275. A perda do acido elagico do ion molecular m/z 783 [M -
H] produziu m/z 481 (perda de um grupo galoyl). Com base nessa fragmentagdo e dados
da literatura, o composto (m/z 783) pode serbis-HHDP-glicose (Pedunculagin 1) (DUTRA
et al., 2014).

O outro composto (pico 2 na figura 20) com m/z 633 [M - H] produziu fragmentos
de ion m/z 481 (HHDP-glicose) e m/z 301 (correspondente & unidade HHDP apds
lactonizacdo para 4acido elagico); que por comparacdo dos dados da literatura, foi
identificado como  Galloyl-HHDP-glicose (FISCHER; CARLE;KAMMERER, 2011;
DUTRA et al,, 2014).

O composto 4 (pico 3 na figura 20) foi identificado por tentativa como Digaloyl-
HHDP-glicose (pedunculagina 2), com base no seu ion molecular m/z785 [M - H] e nas
suas fragmentacdes 483 m/z (digalloyl glicose), 301 m/z (4cido elagico) e 633 m/z (galoyl-
HHDP glicose) (FERNANDES etal, 2011; DUTRA etal, 2014).

Estudos locais com amostras de geopropolis de Melipona fasciculata orundas da
Amazonia e Cerrado Maranhense tém identificados a presenca de 4cidos fendlicos e
taninos hidrolisaveis (DUTRA, et al, 2014; BATISTA, 2016). Aragjo et al. (2016) com
geopropolis de Melipona scutellaris e Melipona fasciculata  oriundas da Amazonia
Maranhense identificaram compostos fenolicos.

A composicdo quimica da geopropolis ¢ dependente da vegetagcdo local. Barros
(2013) afirma que o espectro polinico da geopropolis ¢ um excelente indicador
fitogeografico uma vez que cerca de 5% do peso da geopropolis ¢ formado por grios de
polen o que demonstra a importancia do conhecimento da origem botanica e geografica da
geopropolis.

Esse estudo apresenta pela primeira vez analises de geopropolis da Zona de
Transicdo entre Amazonia/Cerrado/Caatinga/Costeiro com predomindncia de zona
costeira, com vegetacdo tipica de transicdo entre cerrado e restinga, predominando
espécies como QOuratea racemiformis Ule (barbatimdo), Qualea passiflora Mart (sucupira),
Guettarda angelica Mart. (angelina), Bauhiniaforficata Link. (pata de vaca) e Tapiria
guineusis Aublet (pau-de-pombo) (REBELO et al, 2003); o que certamente influencia na
expressiva qualidade das amostras estudadas.

Algumas espécies botanicas sdo ricas em taninos como QOuratea racemiformis Ule
(barbatimdo), Hamamelis virginiana L. (hamamelis), Psidium guajava L. (goiabeira) e
Maytenus ilicifolia Mart. (espinherra santa), podendo dessa maneira ser explicado a

presenca de taninos no extrato EG-CEB pois o barbatimdo (comum na regido de Cerrado)
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estar presente na zona que foi coletado a amostraem estudo e este possui acdo
farmacologica para tratamento de TUlcera, fiieiras, impigens, dirético dentre outras
atividades biologicas. Os tannos possuem propriedades adstringentes, regeneradoras,
hemostaticos, repelentes, antissépticos, antiinflamatério, antidiarréico e antioxidantes
(REBELO et al,, 2003; SOUZA et at., 2012).

A composicdo quimica e a identificacdo das substincias antioxidantes nas amostras
analisadas, especialmente no EG-CEB, s3o informag¢des importantes para a compreensao
das atividades biologicas da geopropolis; considerando que compostos fendlicos,
especialmente taninos hidrolisaveis, estdo relacionados com a acdo antioxidante e sao

responsaveis por beneficios para a satide humana.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse estudo evidenciam que as amostras de
geopropolis de Melipona fasciculata obtidas dos trés biomas maranhenses selecionados
(Zona de Transicdo entre Amazonia-Cerrado-Caatinga-Costeiro, Amazonia e Cerrado
Maranhense) apresentam padrao de qualidade com valores de composicdo quimica e
atividade antioxidante superiores aos limites minimos estabelecidos pela legislagio vigente
para produtos de Apis mellifera.

A variagdo da composicdo quimica ¢ atividade antioxidante entre as amostras
analisadas nesse estudo pode indicar a influencia da regido geografica, dos fatores
ambientais e da flora visitada pela abelha Melipona fasciculata.

Dentre as amostras analisadas, a geopropolis oriunda do municipio de Belagua,
caracterizando Zona de Transicdo entre Amazdnia-Cerrado-Caatinga-Costeiro com
predommnancia de Cerrado, identificada nesse estudo com EG-CEB, apresentou resultado
mais expressivo de atividade antioxidante, o que pode estad relacionada as substancias
identificadas no extrato, com &nfase aos taninos hidrolisaveis.

Em conjunto, os resultados obtidos contribuem para definicdo de parametros de
qualidade para geopropolis de Melipona fasciculata, cultivada no estado do Maranhdo;
fornecendo subsidios para definicdo de futura legislacdo especifica desse produto.
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