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RESUMO

A prépolis é uma substancia de composicdo complexa, originada de
material resinoso de exsudados vegetais coletado por abelhas. Nas
regides tropicais, principalmente, a composi¢do quimica da propolis é
altamente variavel, devido a extensa variedade de espécies vegetais
doadoras de resina. Além disso, a sua composi¢do quimica pode variar
de acordo com a sazonalidade, altitude, tipo de coletor e disponibilidade
de alimentos. A determinagdo da origem botanica, em conjunto com a
origem geografica ¢ de extrema relevancia no controle de qualidade e na
padronizacdo das amostras de propolis a aplicagdo terapéutica. Nesse
contexto, este trabalho objetivou identificar a origem botanica e os
efeitos da sazonalidade na composi¢do quimica da propolis originaria de
Sdo Joaquim (Santa Catarina). A observagdo a campo do
comportamento forrageiro das abelhas Apis mellifera na coleta de
resinas vegetais permitiu identificar a predilecao desses insetos a espécie
Baccharis dracunculifolia, coincidindo com a espécie botanica doadora
de resina a producdo da propolis verde de Minas Gerais. As andlises
cromatograficas (CCD e CLAE) e quimiométricas (PCA e HCA)
possibilitaram identificar a espécie vegetal B. dracunculifolia como a
principal fonte boténica doadora de resina a propolis origindria do
municipio de Sdo Joaquim-SC, em especial durante o verdo, sendo
identificado o Artepillin C como o composto majoritario.
Adicionalmente, verificou-se que outras espécies vegetais, nao
identificadas, também sdo doadoras de resina a producdo de propolis na
regido em estudo, especialmente durante a primavera e inverno. As
analises espectrofotométricas de varredura UV-Visivel (A = 280-800
nm) dos extratos hidroalcodlicos da propolis, aliadas as analises
quimiométricas ¢ de bioinformatica (Machine Learning), permitiram
identificar o efeito da sazonalidade no perfil quimico da propolis de Sdo
Joaquim, sendo que a regido espectral de absorcdo de compostos
fenolicos (A = 280-400 mm) foi a mais importante a discriminacao
amostral observada. O melhor algoritmo a andlise preditiva de
sazonalidade foi a arvore de decisdo (rpart), apresentando 81,43% (A =
280-800 mm) e 78,98% (A = 280-400 mm)de precisdo. Os teores de
compostos fenolicos totais, flavonoides e balsamo, apesar de distintos ao
longo das estagdes, apresentaram-se dentro dos valores minimos
exigidos pelo MAPA. A propolis produzida em Sido Joaquim,
especialmente na estacdo de verdo, mostrou-se relevante a obtencdo de
matéria-prima com conteidos superiores de Artepillin  C.



Adicionalmente, este tipo de propolis apresentou elevada qualidade ao
longo todas as estagdes estudadas, inferindo perspectivas promissoras a
sua producdo e comercializa¢do na regido.

Palavras-chave: Propolis. Sazonalidade. UV-visivel. Quimiometria.
Perfil Quimicos. Origem Botanica.



ABSTRACT

Propolis is a chemically complex resinous substance collected by bees
from plant exudates. In tropics, propolis shows a highly variable
chemical composition because of the wide variety of resin donor plant
species. Furthermore, propolis’ chemical composition may vary due to
the influence of the seasonality, altitude, collector type, and availability
of food. The determination of the botanical and geographical origins of
propolis is important for its quality control and standardization process
for further therapeutic application. In this context, this study aimed at to
identify the botanical origin and the seasonality effects in the chemical
composition of propolis samples originated from the S&o Joaquim
county (Santa Catarina state, southern Brazil). Field observations of
Apis mellifera bees' behavior in the collection of plant resins detected a
predilection of these insects for the plant species Baccharis
dracunculifolia, coinciding with the botanical species donor of resin for
the production of green propolis in Minas Gerais state (southeastern
Brazil). The chromatographic (i.e., TLC and HPLC) and chemometric
(PCA and HCA) analyzes made possible to associate the plant species
B. dracunculifolia as the main botanical source of resin for propolis
production in Sao Joaquim, SC, especially during the summer season,
being Artepillin C® the major compound identified. Additionally, it was
found that other plant species not taxonomically identified also furnish
resins for the production of propolis in the studied geographical region,
especially during the spring and winter. The UV-Visible scanning
spectrophotometry analysis (A= 280-800 nm) of propolis hydroalcoolic
extracts combined with chemometric analysis and bioinformatics tools
(Machine Learning) allowed discriminating propolis samples according
to their chemical profiles and seasons of harvest. The UV-Vis spectral
absorption region of phenolic compounds (A = 280-400 nm) was the
most decisive for the classification obtained. The best algorithm for the
predictive analysis of the seasonality effect was the decision tree (rpart),
with 81.43% (A = 280-800 nm dataset) and 78.98% (A = 280-400 nm
dataset) of accuracy in the classification models. The total phenolic
contents, flavonoids, and balsam, although distinct in samples as result
of the seasoning, met the minimum amounts required by the ongoing
legislation determined by MAPA. Propolis produced in Sdo Joaquim,
especially in the summer season, proved to be a raw material of superior
quality due to their higher content Artepillin C. In addition, the studied
propolis showed throughout the seasons to meet the parameters of high



quality according to the ongoing legislation inferring promising
perspectives for its production and marketing.

Keywords: Propolis. Seasonality. UV-Visible. Chemometric. Chemical
Profile. Botanical Origin.
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1 INTRODUCAO

A dissertagdo de mestrado em foco “Prospeccdo de fontes
botanicas e avaliacdo dos efeitos da sazonalidade no perfil quimico da
prépolis de Sao Joaquim (Santa Catarina)” caracteriza-se por seu grau
de aprofundamento em relagdo ao tema de investigacdo, em conexao
com a tese de doutoramento em andamento no Programa de Pos-
Graduacdo em Biotecnologia ¢ Biociéncias, i.e., doutoranda Amélia
Somensi Zeggio. Sua execucgdo envolve a parceria e o apoio técnico-
logistico da Federagdo das Associagdes dos Apicultores e
Meliponicultores de Santa Catarina (FAASC) e da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI).

Estudos preliminares, vinculados a tese de doutorado supracitada,
realizados no Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal
(LMBV) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
identificaram perfis quimicos de propolis oriundos de dezoito
municipios catarinenses, através do uso de técnicas cromatograficas
(CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia e CCD - cromatografia
em camada delgada). Entre as amostras estudadas, identificou-se um
perfil quimico peculiar aquelas originarias do municipio de Sdo Joaquim
— SC, similar ao observado em propolis verde de Minas Gerais,
sugerindo uma fonte botanica comum a produgdo das propolis.

No presente trabalho, amostras de propolis foram coletadas ao
longo das estagdes junto a quatro apiarios da empresa (Apiario Real®),
de propriedade de Joel de Souza Rosa e Jaqueline Chechinel Rosa,
localizados no municipio serrano de S&do Joaquim (28°17'38"S,
49°55'54"0, Santa Catarina). Naqueles apidrios também foram
realizadas as observagdes do comportamento forrageiro de Apis
mellifera.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROPOLIS — DEFINICAO, PROPRIEDADES E MERCADO

A propolis € uma substancia de composi¢do complexa, originada
de material resinoso, gomoso ou balsdmico, coletado pelas abelhas de
exsudados vegetais. Sua composi¢do final é resultado da modificagdo
quimica da(s) resina(s) por agdo de enzimas salivares da abelha, bem
como da adicdo de cera e podlen (OLIVEIRA; BASTOS, 1998).
Fisicamente, suas caracteristicas variam de acordo com inumeros
fatores. Algumas propolis possuem uma textura friavel e dura, enquanto
outras apresentam-se de forma elastica e pegajosa. Sua coloragdo
também ¢ bastante variavel, passando pelo creme, amarelo, verde,
marrom claro e escuro (GHISALBERTI, 1979; SALATINO, 2005).

As abelhas utilizam a propolis para evitar danos & colmeia,
protegdo contra insetos, microorganismos, luminosidade, oclusdo de
frestase na mumificagcdo de insetos invasores (GHISALBERTI, 1979;
MARCUCCI, 1996; SALATINO, 2005; COSTA, 2007). Além disso, a
propolis atua como um antisséptico, evitando a infec¢do microbiana em
larvas, favos de mel e alvéolos. As abelhas acrescentam a propolis em
areas onde os alvéolos serdo anexados, com objetivo de criar superficies
lisas e livre de microorganismos. Adicionalmente, a mesma protege a
colmeia contra correntes de ar, fornecendo um revestimento
impermeavel que mantem a umidade constante internamente (SEELEY;
MORSEY, 1976). Embora a propolis seja considerada um produto de
origem animal, a sua atividade biologica ¢ atribuida a substancias
derivadas de plantas. A prépolis € uma substincia conhecida por sua
heterogeneidade quimica, onde mais de 300 constituintes ja foram
identificados (MARCUCCI, 1995; SALATINO et al. 2005).

O reconhecimento dos efeitos antissépticos da propolis é bastante
antigo. Ha relatos de Aristoteles recomendando o uso de prépolis no
tratamento de abcessos e feridas. Além disso, soldados romanos também
utilizavam a propolis ao tratamento de ferimentos em guerras. Nos
tempos modernos, a propolis ganhou reconhecimento na promogdo da
satide na década de 1950 e 1960 na ex-Unido Soviética e paises do leste
europeu, como a Bulgaria, Checoslovaquia, ¢ Polonia, no tratamento de
otite externa, faringite, rinite cronica, amigdalites e asmas, por exemplo,
com resultados satisfatérios. A popularidade do uso da prépolis nos
paises do Oeste e Norte europeu, América do Sul e Japdo ocorreu
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posteriormente, a partir de 1980. No Japdo, o primeiro anuncio
importante da propolis como um produto promissor terapeuticamente
ocorreu em 1985 (30° Congresso Internacional de Apicultura, Nagoya).
Até aquele momento a propolis era considerada pelos apicultores como
um produto indesejado na colmeia, por ndo possuir valor de mercado e
sua producdo significava um declinio na produgdo de mel. Atualmente
o Japdo ¢ o principal importador mundial de propolis, com predilecao a
propolis produzida no Brasil (MATSUNO, 1997a; SALATINO et al.
2005).

Estima-se que em 2012 o mercado brasileiro de propolis exportou
41.721 kg, correspondendo a um faturamento de certa de 5 milhdes de
dolares. Em comparagdo a 2010, o valor de mercado da propolis
aumentou em mais 50% em 2012, alcangando U$S129,47/kg (TORETI
et al. 2013). Dados da EMATER-MG observaram que a produgdo
nacional da propolis verde é de 40 t/ano, das quais 29 t provém de
Minas Gerais, com destino preferencial aos paises asiaticos, em especial
o Japdo. Segundo o Ministério de Desenvolvimento, Industria e
Comércio Exterior (MDIC), a propolis verde mineira movimentou, no
periodo de janeiro a maio de 2012 cerca de US$ 1,5 milhdo em
exportacdo. A Federacdo Mineira de Apicultura (FEMAP) relaciona o
sucesso das exportagdes daquela matéria-prima ao esfor¢o dos
produtores mineiros para oferecer um produto de alta qualidade
(SEAPA-MG, 2012). No Japdo, atualmente a propolis brasileira ¢
extensamente utilizada em alimentos e bebidas, com o objetivo de
manter ou melhorar a satide humana (AGA et al., 1994).

A propolis vermelha, comumente encontrada no nordeste,
principalmente em Alagoas e na Bahia, também se destaca devido as
suas peculiaridades. Esta propolis é produzida a partir da resina de uma
espécie nativa dos mangues da regido, o rabo-de-bugio (Dalbergia
ecastophyllum), a qual confere caracteristicas quimicas e farmacologicas
singulares a este tipo de propolis, permitindo-lhe atingir valores de
comercializagdo no mercado externo de R$ 450,0/kg (EBDA,2011).

O primeiro trabalho sobre propolis foi indexado no Chemical
Abstract e publicado em 1903, enquanto a primeira patente envolvendo
aquela matéria-prima foi descrita em 1904 (USA - Composition for
treating pins and piano strings). Cento e nove anos apos a publicagdo no
Chemical Abstract, o nimero sobre publicagdes de propolis atingiu
6838 em periddicos cientificos e 2884 em patentes (TORETI et al.,
2013). A Figura 1 mostra o numero de publicacdes sobre propolis ao
longo das décadas, claramente revelando o crescente interesse global
naquele produto apicola. Segundo Pereira et al., (2002), dois fatores
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explicam o crescimento observado: i) a diversidade das propriedades
biolégicas e o ii) alto valor agregado. Na Figura 2 pode-se observar a
producdo cientifica da propolis associada a patentes e aos idiomas das
publicacdes. Constata-se que a China, o Japao e a Russia sdo os paises
que detém a maior parte das patentes, um fato justificado pela alta
produtividade de propolis na China e na Russia (TORETI et al., 2013).

Figura 1 - Numero de publicagdes cientificas relativas a
propolis a partir do inicio do século XX.
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Fonte: Adaptado de Toreti et al. (2013)
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Figura 2 - Produg@o cientifica de propolis associada a patente
¢ aos idiomas de publicagdo
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Fonte: Adaptado de Toreti et al. (2013)

2.2 CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DA PROPOLIS

As propolis das diversas regides do Brasil apresentam
composi¢do quimica bastante variada, dependendo da flora e clima, do
local de produgdo, bem como das caracteristicas genéticas de A.
mellifera ¢ do manejo apicola, entre outros fatores. Em decorréncia
disto, ¢ expectavel observar atividades biologicas variadas, como,
antibacteriana, antifungica e atividades antioxidantes, entre propolis de
origens geograficas distintas (BANKOVA, 2005; TRUSHEVA et al.,
2006). Nesse contexto, estudos recentes classificaram a propolis
brasileira em 13 tipos, de acordo com sua origem geografica e
caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Classificagdo de propolis brasileira de acordo com seus
constituintes fisico-quimicos e origem geografica.

Grupos Cor Origem da prépolis
Grupo 1 (RS5) Amarelo Sul
Grupo 2 (RS1) Marrom Sul
Grupo 3 (PR7) Marrom Escuro Sul
Grupo 4 (PR8) Marrom Sul
Grupo 5 (PR9) Marrom Esverdeado Sul

Grupo 6 (BA11) Marrom Avermelhado Nordeste
Grupo 7 (BAS1) Marrom Esverdeado Nordeste
Grupo 8 (PES) Marrom Escuro Nordeste
Grupo 9 (PE3) Amarelo Nordeste
Grupo 10 (CE3) Amarelo Escuro Nordeste
Grupo 11 (PI11) Amarelo Nordeste
Grupo 12 (SP12) Verde ou Marrom Esverdeado Sudeste
Grupo 13 (AL) Vermelho Nordeste

Fonte: Adaptado de Toreti et al. (2013)

Nas regides tropicais, principalmente, a composi¢do quimica da
prépolis € altamente variavel, devido a extensa variedade de espécies
vegetais doadoras de resina que crescem em torno dos apiarios
(KUJUMGIEYV et al., 1999; KUMAZAWA et al., 2004). Além disso, a
composi¢do quimica da propolis pode variar de acordo com a
sazonalidade, intensidade de radiac@o solar, altitude, tipo de coletor e
disponibilidade de alimentos (CASTRO et al., 2007, TORETI et al.,
2013).

Dentre os constituintes da prépolis destacam-se a resina, ceras,
balsamos, Oleos aromaticos, pdlen e outras matérias organicas. A
propor¢ao destes varia de acordo com o local ¢ momento da coleta
(GHISALBERT et al., 1978). Os compostos identificados na propolis
originam-se de trés fontes: exsudato resinoso coletado pelas abelhas,
substancias originadas a partir do metabolismo das abelhas e por fim,
materiais  introduzidos durante a elaboragdo da  propolis
(GHISALBERT, 1979). Os principais metabdlitos encontrados em
propolis correspondem as classes de flavonoides, acidos fenolicos e
compostos aromaticos (BANSKOTA et al., 1998; XU et al., 2009).

Dentre as técnicas analiticas frequentemente utilizadas a
investigacdo da composicdo quimica da propolis estdo a
espectrofotometria UV-Visivel, a cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE) acoplada a detector(es) de arranjos de diodo (DAD)
e/ou de massa. A espectrofotometria UV-Vis é empregada em uma série
de métodos a andlise quimica da propolis como, por exemplo, a
quantificacdo de compostos fendlicos totais (reativo de Folin-
Ciocalteau), de flavonoides (AICl;) e de determinagdo da atividade anti-
radical 1, 1- difenil- 2-picrilhidrazil - DPPH (XU et al., 2009). Estes
métodos espectrofotométricos geram resultados importantes a
caracterizagdo mais genérica da constituicdo quimica da propolis,
subsidiando a classificag¢@o qualitativa desta matéria-prima, com amparo
na legislacdo vigente.

Um namero expressivo de estudos sobre a composi¢do quimica
de extratos etandlicos de propolis (e.g.) é encontrado na literatura. Em
seu conjunto, estes relatos sugerem que a heterogeneidade de
composi¢do quimica entre amostras parece ser a regra, respeitando-se
nas analogias os rigores pertinentes as analises quimicas que subsidiam
estas. A titulo de exemplo, em amostras de extratos hidroalcodlicos de
prépolis originaria do Uruguai, foram isolados e identificados 33
compostos, sendo 18 flavonoides, 11 4cidos fenolicos e 4 acidos
carboxilicos aromaticos (KUMAZAWA et al., 2002). Em trés tipos de
prépolis da Turquia foram identificados 48 compostos, tais como os
acidos 1, 3- benzenodicarboxilico e benzenoacético e os alcoois,
benzenoetanol e crisofanol (SILICI & KUTLUCA, 2005).Estudos sobre
as propolis europeia, chinesa e argentina demonstraram que estas
caracterizavam-se pela presenca de acidos fendlicos e flavonoides,
sendo os compostos mais abundantes a crisina (2%-4%), pinocembrina
(2%-4%), pinobanksin acetato (1,6%-3%) e galangina (1%-2%). Por sua
vez, amostras de propolis brasileiras caracterizam-se pela presenca de
artepillin  C (3,5- diprenil-4- 4cido hidroxicindmico), Aacidos
cafeoilquinicos e alguns flavonoides (GARDANA et al., 2007). Por fim,
em amostras de propolis originarias da China, Hungria, Bulgaria,
Uruguai e Argentina, a pinocembrina, crisina, galangina e a tectocrisina
foram identificados como os compostos caracteristicos (FUIIMOTO et
al., 2001).

2.2.1 Acidos Fenolicos

Os compostos fendlicos ou polifenodis constituem um dos grupos
mais numerosos ¢ amplamente distribuidos de produtos naturais em
vegetais, sendo que mais de 8000 fenolicos sdo atualmente conhecidos,
e entre estes, mais de 4000 flavonoides ja foram identificados, os quais
caracterizam-se por possuir um anel aromatico com um ou mais
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substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (SIMOES et
al., 2000 — Tabela 2). Alguns polifendis sfo soluveis apenas em
solventes organicos, outros sdo acidos carboxilicos e glicosideos
soluveis em agua; havendo ainda aqueles que sdo polimeros insoluveis.
A distribui¢do e a variedade de polifendis em plantas levaram a
diferentes formas de categorizar estes compostos, sendo classificados
pela sua biogénese, funcdo bioldgica e estrutura quimica (BRAVO,
1998; TAIZ & ZEIGER, 2009; TSAO, 2010). Devido a ampla
diversidade quimica, esta classe de compostos apresenta uma variedade
de fungdes nos vegetais, entre elas a defesa contra herbivoros e
patodgenos, atrativa de polinizadores e dispersores em frutos, na protecido
a radiacdo UV, ou mesmo como compostos inibidores de crescimento de
plantas competidoras (TAIZ & ZEIGER, 2009). Em prépolis, os
compostos fenolicos mais encontrados sdo os acidos fenolicos e os
flavonoides (BANSKOTA et al., 1998).

Os acidos fenodlicos sdo compostos que podem ser divididos em dois
tipos principais: os derivados do acido benzdico (C6-C1) e os derivados
do acido cinamico (C6-C3). Ambos os compostos possuem propriedades
quimicas e analiticas semelhantes e agdes bioldgicas em comum. Entre
os derivados do acido cinamico (Figura 3) podemos citar os acidos p-
cumarico, caféico, fertlico e sinapico. Para os derivados do acido
benzodico (Figura 4) encontram-se os acidos p-hidroxi-benzdico,
salicilico, protocatéquico,vanilico,gentisico,galicoesiringico (SIMOES
et al., 2000).
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Tabela 2- Classificacao dos compostos fenolicos de acordo com o seu
esqueleto carbonico basico.

Classe de compostos fendlicos Esqueleto basico
Fenéis simples, benzoquinonas C6

Acidos fendlicos C6-Cl
Acetofenonas e acidos fenilacéticos C6-C2
Fenilpropanoéides: Acidos cindmicos e compostos analogos, C6-C3
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

Naftoquinonas C6-C4
Xantonas Ce-C1-Co
Estilbenos, antraquinonas C6-C2-Co
Flavondides e isoflavonoides C6-C3-Co
Lignanas (C6-C3)2
Diflavonodides (C6-C3-C6)2
Melaninas vegetais (Cé)n
Ligninas (C6-C3)n
Taninos hidrolisaveis (C6-Cl)n
Taninos condensados (C6-C3-Co)n

Fonte: Simoes et al. (2000).



Figura 3- Acidos fenolicos derivados do acido cinamico
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Acido cinamico: R, =
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Fonte: Ramalho e Jorge (2006).

Figura 4- Acidos fenolicos derivados do acido benzoico
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Acido galico: R, =H; R,=R,=R,=OH
Acido siringico: R, = H; R, =R, = OCH,; R, = OH

Fonte: Ramalho e Jorge (2006).
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2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides representam a maior classe de fendlicos nos
vegetais ¢ a maioria de seus representantes possuem um esqueleto
basico contendo 15 atomos de carbono organizados em dois anéis
aromaticos, conectados por uma ponte de 3 carbonos. Esta estrutura
resulta de duas rotas biossintéticas, a saber: rota do acido chiquimico,
viafenilalanina, e a rota do acido malonico (SIMOES et al., 2000; TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Nos compostos triciclicos, os anéis aromaticos recebem a
denominagdo de anéis A, B e C (Figura 5). Devido ao padrdo de
hidroxilagdo com substitui¢gdes no anel C os flavonoides podem ainda
dividir-se em subgrupos, como, flavonoéis, flavonas, flavanonas,
flavandis, isoflavonas e neoflavonoides. Embora a grande maioria dos
flavonoides possuam o seu anel B ligado na posi¢do C2 do anel C,
alguns, flavonoides como as isoflavonas e neoflavonoides, possuem o
anel B ligado na posicdo C3 e C4 do anel C, respectivamente. As
chalconas, apesar de ndo possuirem o anel heterociclico C, também sao
consideradas membros da classe de flavonoides (TSAO, 2010). Os
flavonoides de origem natural apresentam-se quase sempre oxigenados e
frequentemente conjugados com agticares, denominando-se heterosideos
(SIMOES et al., 2000). As estruturas basicas dos flavonoides ocorrem
na forma de agliconas, entretanto, em plantas, a maioria destes
metabolitos existe como glicosideos. As atividades biologicas desses
compostos dependem das caracteristicas estruturais dos padrdes de
glicosilagdo (TSAO, 2010). Entretanto, no caso da propolis, a enzima
13-glicosidase, presente na saliva das abelhas, converte-os em suas
respectivas agliconas (PARK et al., 1997).
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Figura 5- Estruturas quimicas basicas dos principais flavonoides

s B & s Chalconas
Flavonoides
estrutura basica

Isoflavonas Neoflavonoides
Flavanonas
Flavanois
H
H
Flavonois
Of\ﬁj Flavonas
! o]

Fonte: Adaptado de Tsao (2010).
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Alguns flavonoides comumente identificados em amostras de
propolis estdo em destaque na Figura 6. Flavonoéis: canferol, a
quercetina, a isoramnetina e a galangina. Flavonas: apigenina, a
luteolina, a crisina e a tectocrisina. Flavonona: pinocembrina.
Dihidroflavonol: pinobancsina (MARCUCCI et al., 1998a).

Figura 6 - Estrutura quimica dos principais flavonoides encontrados em
propolis.
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Fonte: Adaptado de Marcucci (1998a) e Cabral (2008).
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2.2.3 Atividades bioldgicas da prépolis

Diversos estudos atribuindo intimeras aplica¢des da propolis na
medicina popular tém sido conduzidos em diversos paises. O grande
potencial terapéutico da propolis deriva de suas atividades bioldgicas,
como, antibacteriana, antiviral, e antifungica, cicatrizante,
antitripanossomal (GHISALBERTI, 1979; KUJUMGIEV et al., 1999;
LOTFY, 2006) antioxidante (MARCUCCI, 1995; KUMAZAWA, et al.,
2004), antitumoral (KIMOTO et al., 1998), anti-inflamatoria (SHI et al.,
2012) e citotoxica (MATSUNO et al., 1997b).

Com relagdo a atividade antimicrobiana da propolis brasileira,
estudos de Aga et al. (1994) isolaram trés compostos antimicrobianos,
os acidos 3, 5- diprenil-4- hidroxicinamico (Artepillin C) e 3-prenil-4-
hidroxicinamico e o 2, 2-dimetil-6-carboxietenil-2 H-1-benzopirano. Suas
respectivas atividades antimicrobianas foram testadas contra Bacillus
cereus, Enterobacter erogenous e Arthroderma benhamiae. Os
resultados revelaram uma atividade mais elevada do 4cido 3,5- diprenil-
4- hidroxicinamico, inferindo que este é um dos principais compostos
antimicrobianos da propolis brasileira.A analise da agdo antimicrobiana
de propolis oriundas de diferentes regides do Brasil (Botucatu-SP,
Mossor6o-RN e Urubici-SC) revelou resultados distintos para
Staphylococcus  aureus,  Escherichia  coli, Enterococcus  sp.,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans em estudo de Junior et al.,
(2006). A propolis de Botucatu mostrou-se mais eficiente contra
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Enterococcus sp.Para E.
coli,a propolis mais eficaz foi a de Urubici e para Pseudomonas
aeruginosa a de Mossord. Essas discrepancias estdo relacionadas ao
local de produgdo da propolis, com consequente heterogeneidade na
composicdo quimica da mesma. A atividade antiviral da propolis
brasileira (regido de fronteira com o Uruguai, sul do Brasil) também foi
identificada, especificamente contra o HIV. Os compostos melliferone
(novo triterpenoide), os acidos moronico, anwuweizonico, betulonico, 4-
hidroxi-3-metoxipropiofenona, 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, 3-(3, 4-
dimetoxifenil)-2-propenal, 12-acetoxi tremetona, acido 3B-hidroxi 3-
desoximoronico e acido 3-O-(3', 3'dimetil succinil) morénico foram
isolados e testados quanto a atividade anti-HIV em linfécitos H9. O
acido mordnico apresentou atividade anti-HIV significativa: EC 50
<0,1 pg/mL, TI>186 (ITO et al., 2001).

A composicdo quimica e as atividades antimicrobianas dos
extratos etanolicos de propolis da Bulgaria e do Brasil foram testadas in
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vitro contra Trypanosoma cruzi, Candida albicans, Sporothrix
schenckii, Paracoccidioides brasiliensis, Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus. Os resultados
indicaram maior eficidcia da propolis da Bulgaria contra Neisseria
meningitidis e Streptococcus pneumoniae. Apesar de ambos os extratos
apresentarem atividade antimicrobiana, detectou-se para a atividade
antibacteriana uma correlagdo positiva com os teores de flavonoides
presentes no extrato da propolis bulgara (SALOMAO et al., 2004).

Estudos de Silici & Kutluca (2005) avaliaram a atividade
antimicrobiana de propolis oriundas de trés racas de Apis mellifera (A.
mellifera caucasica, A. mellifera carnica e A. mellifera anatolica)
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ¢ Candida albicans. Os extratos etanodlicos da propolis
identificaram uma alta atividade antibacteriana contra a bactéria gram-
positiva Staphylococcus aureus, em contrapartida, uma baixa atividade
contra bactérias gram-negativas FEscherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ¢ contra a levedura Candida albicans. As amostras de
propolis coletadas por Apis mellifera caucasica mostraram atividade
antibacteriana superior ao coletado por Apis mellifera anatolica e Apis
mellifera carnica.

2.3 ORIGEM BOTANICA

O conhecimento sobre as fontes vegetais utilizadas pelas abelhas
para a producdo de propolis ¢ de extrema importancia na padronizacio
dessa biomassa. Através de ferramentas analiticas como as
cromatografias em camada delgada (CCD), liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e gasosa (CG) € possivel comparar os perfis quimicos da
prépolis aqueles da(s) resina(s) vegetais, uma estratégia que possibilita
inferir a(s) espécie(s) fonte(s) daquele biofluido. Adicionalmente,
informagGes importantes sobre os conteidos dos componentes quimicos
envolvidos podem ser obtidas (BANKOVA et al., 2000).

Na Europa, América do Norte e oeste da Asia, a propolis é
originaria do exsudado do botdo de alamo (Populus sp.) (MARKHAM
et al., 1996, WOLLENWEBER; BUCHMANN, 1997). Estudos
verificaram que na Bulgéaria diferentes espécies do género Populus eram
doadoras de resina para a produgdo de propolis, como, P. nigra, P.
italica e P. tremula. Ja na Mongolia, a espécie P. suaveolens foi
identificada como fonte botanica, enquanto na Hungria, os géneros
Betula, Populus, Pinus, Prunus, Acacia e a espécie Aesculus
hypocastane sdo doadores de resina a produgdo da propolis. Na
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Venezuela Clusia minor e nas Ilhas Havaianas Plumeria acuminata e P.
acutifolia (MARCUCCI, 1995) sdo espécies identificadas como fontes
de resina. Através de analises fitoquimicas, a espécie Populus alba
também foi identificada como a principal fonte botanica da propolis do
sul do Brasil, Argentina e Uruguai (PARK et al., 2002b).

Da mesma forma, estudos identificaram que a propolis produzida
na Nova Zelandia apresentou como espécie de origem plantas de alamo
introduzidas na regido. Na Russia, brotos de bétula (Betula verrucosa)
foram reconhecidos como doadores de resina a produgdo de propolis
pelas abelhas (MARKHAM et al., 1996; BANKOVA et al., 2000). De
amostras de propolis da Venezuela foram isoladas benzofenonas
polipreniladas, metabolitos da resina presente em flores de algumas
espécies de Clusia Com base em comparagdes de perfis
cromatograficos, foi possivel relacionar as espécies Clusiagrande e
Clusia menor (Guttiferac) como as principais fontes de resinas a
prépolis (TOMAS-BARBERAN et al., 1993).

Alguns estudos encontrados na literatura fornecem longas listas
de plantas que podem ser fontes de resinas a producdo de prépolis, em
diversas partes do mundo. Entretanto, ¢ importante salientar que essas
listas sdo baseadas principalmente em observagdes do comportamento
da abelha e somente em poucos casos existe uma analise complementar
referente a comparagdo de perfis quimicos propolis-materiais vegetais.
Assim, tais listas devem ser consideradas como uma informagdo
preliminar a identifica¢do de fontes botanicas na producdo de propolis,
uma vez que em compara¢do com as coletas de polen e de néctar, a
coleta de resina pelas abelhas ¢ uma atividade menos constante,
podendo ocorrer em locais de dificil visualizagdo, por exemplo, em
topos de arvores (BANKOVA et al., 2000).

Tendo em vista a grande biodiversidade dos tropicos,
comparativamente as zonas temperadas, a identificacdo da(s) espécie(s)
doadora(s) de resina(s) a propolis apresenta alta complexidade,
tipicamente proporcional ao nimero de espécies que habita os arredores
das colméias, considerando-se os habitos de voos de A. mellifera. De
modo geral, a observacdo do comportamento de abelhas na predilecdo
de alguma espécie especifica a coleta de resina ndo ¢ facil,
principalmente por causa da pequena porcentagem de individuos que
coletam propolis. Em regides tropicais isso se torna ainda mais dificil,
devido a maior diversidade de plantas (PARK et al., 2002b; TEIXEIRA
et al., 2005), o que amplia ainda mais as possibilidades de matéria-prima
para a fabricagdo da propolis. O mecanismo envolvido na comunicagio
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quimica das abelhas com o ambiente, para determinagdo de espécies
fornecedores de resina para propolis, ndo estd claramente definido,
entretanto, relaciona-se basicamente com cheiro, cor e valor nutricional
das plantas (FERRACINI et al., 1995).

Para verificar a possivel origem botanica da propolis ¢ importante
realizar a analise da sua composi¢do quimica comparativamente a(s)
provavel(is) fonte(s) vegetal(is) de resina(s). A determinagdo da origem
botanica, em conjunto com a sua origem geografica ¢ de extrema
relevancia no controle de qualidade e na padronizagdo das amostras de
prépolis, para que seja possivel uma efetiva aplicagdo terapéutica com
suporte em um racional produtivo de matéria-prima adequado (PARK et
al., 2002a). A variabilidade quimica da propolis €, possivelmente, o
maior problema ao desenvolvimento de medicamentos padronizados
derivados desta biomassa, uma vez que sua composi¢do ¢ funcdo de
variaveis e da foclimaticas ¢ da flora da regido produtora, épocas de
coleta e com o género e espécie das abelhas, por exemplo (NUNES et
al., 2009).

2.4 BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

Através da Portaria n° 1138 de 2011, o Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA) estabeleceu no més de maio daquele ano a primeira
denominagdo de origem no estado de Minas Gerais, no ambito da
produgdo de propolis verde. Ao todo, foram registrados cento e dois
municipios mineiros, localizados em areas de produ¢do associadas a
Federacdo Mineira de Apicultura (FEMAP-MG) que compde a Regido
da Propolis Verde (BRASIL, 2011). Atualmente, para o dmbito nacional
dos produtos agropecudrios registrados pelo Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), a propolis verde Minas Gerais encontra-
se entre os “pedidos de indicacdo geografica em andamento”, na
modalidade Denominagdo de Origem: Vale da Propolis Verde de Minas
Gerais (BRASIL, 2015).

Ao longo de uma série de comprovacdes cientificas que
caracterizaram o estado de Minas Gerais como produtor de propolis
verde, foi possivel relacionar a espécie vegetal Baccharis
dracunculifolia como a principal fonte botinica daquele derivado
apicola (OLIVEIRA; BASTOS, 1998; BASTOS et al., 2011). B.
dracunculifolia (Figura 7A) é uma espécie da familia Asteraceae,
conhecida popularmente como vassourinha e alecrim-do-campo. Nativa
do cerrado brasileiro (MENDONCA et al., 2008), possui ocorréncia
natural nos campos rupestres da Serra do Cip6é (GIULIETTI et al.,
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1987). Adicionalmente, a espécie também ¢é encontrada nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste, estendendo-se a Argentina, Paraguai, Uruguai,
e Bolivia, sendo comum em cerrados, pastagens abandonadas, areas em
processo de sucessdo, adaptando-se facilmente a habitats pobres em
nutrientes (OLIVEIRA; BASTOS, 1998; JULIAO et al., 2005;
SFORCIN et al., 2012). A planta ¢ um arbusto lenhoso, podendo atingir
até 4 metros de altura, perene, didica e com reprodugdo por sementes.
Suas folhas possuem tricomas tectores e glandulares, que além de
atuarem como barreira ao ataque de insetos predadores, auxiliam na
interagdo da espécie com as abelhas, para a coleta do seu material
resinoso (OLIVEIRA; BASTOS, 1998; SFORCIN et al., 2012).

Do ponto de vista econémico, B. dracunculifolia possui grande
importancia devidos aos seus metabolitos secundarios, que auxiliam na
interag@o da espécie com as abelhas da espécie Apis mellifera na coleta
do material resinoso (Figura 7B) aproducdo de propolis verde
(NEGREIROS et al, 2009). A resina de B. dracunculifolia ¢
caracterizada por apresentar fragmentos epidérmicos e tricomas
glandulares que sdo transportados a colmeia para a elaboragdo da
prépolis. A cor verde daquela matéria-prima resulta do uso de tecidos
foliares jovens contendo clorofila por parte das abelhas. Além disso, as
folhas jovens apresentam pélos secretdrios com Oleos volateis e
aromaticos, conferindo um aroma tipico a propolis verde. Ao longo do
ano, a propolis de uma mesma regido pode apresentar diferentes
coloragdes, variando entre o amarelo-claro e o vermelho escuro,
dependendo da sua origem boténica e época do ano (SALATINO et al.,
2005; SFORCIN et al., 2012).

No estado de Santa Catarina, Baccharis dracunculifolia teve a
sua vcorréncia catalogada nos municipios de Brusque, Cagador, Campo
Eré, Campos Novos, Dionisio Cerqueira, Erval Velho, Floriandpolis,
Itajai, Joagaba, Lacerdopolis, Lages, Lauro Muller, Palhoga, Rio do Sul,
Santa Cecilia, Santo Amaro da Imperatriz, Sdo Joaquim, Seara e
Sombrio (BARROSO; BUENO, 2002). Entretanto, dados mais
especificos quanto a dispersdo da espécie dentro dos municipios
catarinenses ainda so incipientes, permanecendo estas informagdes sob
dominio dos produtores rurais. Por exemplo, em Sio Joaquim,
produtores citam que a espécie B. dracunculifolia ocorre amplamente
em todo o municipio, entretanto, nenhum trabalho de dispersdo da
espécie foi encontrado até o momento.
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Figura 7 - A- Detalhe das inflorescéncias de Baccharis dracunculifolia.
B- Apis mellifera coletando resina em 4pices vegetativos de B.
dracunculifolia.

2.5MUNICIPIO DE SAO JOAQUIM - CARACTERISTICAS
GERAIS E EDAFO-CLIMATICAS

O municipio de Sdo Joaquim (latitude 28° 17' 38" sul; longitude
49° 55' 54" oeste), possui cerca de 24.812 habitantes e uma area total de
1.892,2 km®. A cidade localiza-se & 230 km de Floriandpolis, capital do
estado de Santa Catarina, € a 1.360 metros acima do nivel do mar
(IBGE, 2015).

Segundo o Zoneamento Agroecoldgico de Santa Catarina da
Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI), o municipio enquadra-se na Zona Agroecoldgica 4A —
Campos de Lages. Esta zona agroecoldgica ¢ classificada como de clima
Cfb, segundo Koeppen, apresentando um clima temperado
constantemente umido, ausente de esta¢do seca e com verdo fresco. A
temperatura média do més mais quente ¢ inferior a 22°C e a temperatura
do més mais frio apresenta-se entre -10 e 15 °C, com isoterma do més
mais frio entre 10 e 11,5 °C, sendo considerado um clima mesotérmico
brando (THOME et al., 1999).

A temperatura anual da Zona Agroecologica 4A varia entre 13,8
a 15,8 °C, estando a temperatura média maxima entre 19,4 2223 °Cea
minima entre 9,2 a 10,8 °C. A umidade relativa do ar ¢ de 80 a 83% ¢ a
precipitacdo pluviométrica anual varia de 1.360 a 1.600 mm,
apresentando 123 a 140 dias de chuva/ano. O niamero de geadas anuais é
de 20 a 29 e as horas de frio abaixo ou iguais a 7,2 °C podem variar de
642 a 847 horas acumuladas por ano. Por fim, a insolagdo total anual da
regido varia entre 1.824 a 2.083 horas (THOME et al., 1999). Segundo
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os dados meteoroldgicos disponibilizados pela Epagri/Ciram para o ano
de 2014 no municipio de S3o Joaquim(Tabela suplementar 1), a média
das temperaturas maxima e minima foram de 19,63 °'C e 10,5 °C,
respectivamente. A umidade relativa também se manteve bem proxima
ao descrito para a Zona Agroecoldgica 4A, i.e., 79,8%.

Na regido, a vegetagdo primaria predominante sdo os Campos
com Capoes, Florestas Ciliares e Bosques de Pinheiros, com maior
frequéncia de ocorréncia de espécies herbaceas, e.g., gramineas,
ciperaceas, leguminosas ¢ compostas. Também se destaca a Floresta de
Araucaria na Bacia dos Rios Pelotas-Canoas, com submata onde
predominam as espécies: canela-lajeana (Ocotea pulchella), canela-
amarela (Nectandra lanceolata), canela-guaicd (Ocotea puberula),
canela-fedida (Nectandra grandiflora), canela-fogo (Cryptocarya
aschersoniana) e camboata (Matayba elaeagnoides), entre outras
(THOME et al., 1999).

Estudos preliminares realizados no Laboratorio de Morfogénese e
Bioquimica Vegetal (LMBV) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) identificaram perfis quimicos de propolis catarinense,
através do uso de técnicas cromatograficas (CLAE — cromatografia
liquida de alta eficiéncia e CCD - cromatografia em camada delgada),
associados a origem geografica daquela biomassa. Entre as amostras
estudadas, identificou-se um perfil quimico caracteristico do municipio
de Sao Joaquim — SC, muito similar ao encontrado em propolis verde de
Minas Gerais (ZEGGIO et al., dados nao publicados), sugerindo que a
fonte botanica de ambas as regides pode se tratar da mesma espécie
vegetal.
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3 OBJETIVO GERAL

Identificar através de andlises espectroscopicas, cromatograficas
e de bioinformatica, a origem botanica e os efeitos da sazonalidade na
composi¢do quimica da propolis originaria de S3o Joaquim (Santa

Catarina).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

Determinar através da observagdo a campo o comportamento
forrageiro de A. mellifera em relagdo as espécies fontes de
resina utilizadas na producdo de propolis;

Avaliar o efeito da sazonalidade na composi¢do quimica das
amostras de prépolis do municipio de Sdo Joaquim, via
técnicas de espectrofotometria de UV-Visivel e analises de
bioinformatica;

Determinar os teores de compostos fendlicos totais,
flavonoides e balsamo da propolis e das resinas vegetais;
Determinar o perfil da composi¢do quimica de amostras de
propolis e resinas vegetais, através de técnicas
cromatograficas e espectroscopicas, com énfase em acidos
fendlicos e flavonoides;

Analisar comparativamente os perfis quimicos qualitativos das
amostras de propolis e de resinas vegetais como estratégia a
determinacdo da origem botanica da propolis da regido serrana
de Santa Catarina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.10BSERVACAO A CAMPO DO COMPORTAMENTO
FORRAGEIRO DE RESINAS VEGETAIS DE APIS MELLIFERA

Abelhas Apis mellifera de colmeias pertencentes ao apiario
comercial (Apiario Real®) localizado no municipio serrano de Sao
Joaquim (28°17'38"S, 49°55'54"0, Santa Catarina)foram monitoradas
por observagdo visual quanto ao seu comportamento forrageiro a coleta
de resinas vegetais nos meses de janeiro, maio, agosto e outubro de
2014, e janeiro e maio de 2015.As observagdes a campo foram
realizadas adaptando-se a metodologia descrita por Teixeira et al.,
(2005), onde as abelhas foram monitoradas visualmente e fotografadas
com camera digital Sony/DSC W8000 Cyber-shot. O comportamento
dos insetos foi observado desde a chegada na planta até a coleta das
resinas no apice vegetal. Adicionalmente, foram coletadas partes das
plantas forrageadas a confeccdo de exsicatas que apds a identificagdo
botanica foram depositadas junto ao Herbario Flor da Universidade
Federal de Santa Catarina. As coletas dos materiais vegetais ocorreram
nos meses de setembro/2014, janeiro/2015 e maio/2015. As amostras de
biomassas resiniferas de folhas, brotos e inflorescéncias foram
acondicionadas imediatamente apds a coleta em tubos falcom (50mL),
transportadas sob refrigeracdo em nitrogénio liquido (-196°C) ao
Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal (Universidade
Federal de Santa Catarina) e armazenadas em freezer (-80°C).

4.2 COLETA E ACONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS DE
PROPOLIS

Amostras de propolis (100 g) foram coletadas durante todas as
estacdes do ano de 2014 e no verdo e outono de 2015. No total, 73
amostras de propolis foram coletadas em quatro apiarios pertencentes a
empresa Apiario Real®. Para efeitos de padronizagdo da amostragem de
propolis, utilizou-se coletor de propolis com abertura central retangular,
inserido sob a tampa da melgueira. As amostras de propolis foram
retiradas do coletor e posteriormente acondicionadas em embalagens
plésticas, sob refrigeracdo (4°C) para transporte. Em laboratorio, as
amostras foram armazenadas em freezer (-20°C).
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4.3PREPARACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA
PROPOLIS E RESINA VEGETAL

Amostras de propolis (500mg) e resina vegetal (500mg) foram
adicionadas a 25 ml de solugdo de etanol P.A a 70% (v/v), maceradas
com auxilio de graal e pistilo e incubadas, no escuro, por 24h. O extrato
hidroalcodlico (EH) foi filtrado em suporte de celulose, sob vacuo,
completando-se o extrato para 25 mL, conforme metodologia
previamente descrita (POPOVA et al., 2004). O EH de propolis foi
utilizado para a determinag¢do dos contetidos de compostos fenolicos
totais, flavonoides totais, balsamo e a obtengdo dos espectros de
varredura UV-Visivel (280 - 800mm).

4.3 ESPECTROFOTOMETRIA DE UV-VISIVEL

Os espectros de varredura nas regides espectrais das radiagdes
ultravioleta (200-380 nm) e visivel (380-800 nm) dos EH da prépolis e
da resina vegetal foram obtidos através da adigdo de uma aliquota de
50puL dos extratos (EtOH 70%) a 3mL de EtOH (70%). As absorbancias
foram coletadas em espectrofotdmetro Gold Spectrum lab 53 UV-Vis
spectrophotometer (BEL photonics, Brasil) com resolugdo de 2nm /data
point.

4.5 CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS

A determinagdo do conteido de fenolicos totais utilizou
metodologia descrita por Popova et al. (2004), com adapta¢des. Uma
aliquota de 40ul do EH de propolis foi adicionada a 3,16 mL de agua
destilada, 200ul do reativo de Follin-Ciocauteu (Sigma-Aldrich, MO,
EUA) e 600 pl de solugdo de Na,CO;—(Vetec) a 20% (m/v). Apds 2h de
repouso, a solucdo foi transferida para cubeta de quartzo (3mL) e
submetida a espectrofotometria UV-Vis (Gold Spectrum lab 53 UV-Vis
spectrophotometer) para determinacao do teor de fenodlicos totais (A =
760 nm). A quantificacdo foi realizada a partir da curva padrio de acido
galico (y = 0,0013x, r2=0,99575), nas concentragoes de 100, 300, 500,
700, 1100, 1300, 1500, 2000 e 2500 pg/mL.

4.6 TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS

A quantificagdo de flavonoides totais nos EHs utilizou-se a
metodologia de Popova et al. (2004), com adapta¢des. Uma aliquota de
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200ul do EH foi adicionada a 4,7 mL de MeOH e 100pul de AICl; a 5%
em MeOH (m/v). Apds 30 minutos de repouso, a solugdo foi transferida
para cubeta de quartzo (3mL) e submetida a espectrofotometria UV-Vis
(Gold Spectrum lab 53 UV-Vis spectrophotometer) para determinacao
das absorbancias (A = 425 nm). Os dados de concentracdo de
flavonoides totais foram expressos em equivalentes de quercetina,
utilizando-se curva padrdo daquele flavonol nas concentragdes de 5, 25,
50, 100, 300, 400 e 500 pg de quercetina/ml (y = 0,0028x, = 0,98772).

4.7 DETERMINACAO DO TEOR DE BALSAMO

O teor de balsamo dos EHs, ou extrato seco, foi determinado por
método gravimétrico. Para tal, 5 mL de EH foram transferidos a cadinho
de porcelana, seguido de pesagem e secagem em estufa (60°C) até
massa constante. Em seguida, os cadinhos foram novamente pesados e o
contetido do balsamo atribuido a diferenca de massas antes e apds a
evaporacdo do solvente. As medidas foram realizadas em triplicata e o
conteudo de balsamos expresso em % de balsamo (POPOVA et al,
2004).

4.8DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DA
PROPOLIS E RESINAS VEGETAIS POR TECNICAS
CROMATOGRAFICAS

Amostras de EHs de propolis ¢ de biomassa resinosa foram
analisadas quanto aos seus perfis de composi¢cdo quimica via técnicas
cromatograficas, como, cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa, acoplada a detector de arranjo de diodos (FR-CLAE-DAD) e
cromatografia em camada delgada (CCD).

Numa primeira série de experimentos, os EHs de propolis foram
analisados por CCD unidimensional, em suporte de silica gel
(Whatman®) sob fluorescéncia a 365 mm. Nesta fase, objetivou-se
determinar o perfil de composicdo quimica das amostras de propolis
coletadas ao longo das estacdes. Posteriormente, as amostras
discrepantes em seus perfis cromatograficos foram analisadas por FR-
CLAE-DAD. Num segundo momento, os perfis cromatograficos de
amostras de propolis foram contrastados aqueles de B. dracunculifolia
coletados nas cercanias das colmeias fontes das amostras de propolis em
estudo. Tal abordagem visou detectar bandas comuns as amostras de
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propolis e o do EH de B. dracunculifolia, permitindo vincular a origem
botanica da propolis serrana catarinense aquela espécie.

Cromatografia em camada delgada (CCD): Amostras de EH das
resinas de interesse a producdo da prépolis foram analisadas por CCD,
conforme descrito previamente (DAUGSCH et al., 2008), com
adaptacdes. Com o auxilio de um capilar de vidro, os EHs da propolis e
das resinas vegetais foram aplicados em placa de silica gel (9,0 cm x 6,0
cm) e eluidas em fase mével de cloroférmio: metanol: acido foérmico
(85: 10: 5, v/v). Apds a eluicdo dos compostos, a fase movel foi
evaporada e as bandas visualizadas em camara escura utilizando
radiagdes com comprimentos de onda de 254 e 360 nm. Posteriormente,
as placas foram fotografadas com camera digital Sony/DSC W8000
Cyber-shot. O célculo do fator de retencdo (Rf) foi realizado com
auxilio do programa Image J (1.49), dividindo-se a distancia percorrida
pela amostra (cm), pela distancia percorrida pelo solvente (cm).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): Amostras de
EH (10 pl) de propolis e de resinas vegetais foram injetadas em
cromatografo liquido (Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000),
equipado com uma coluna C;g de fase reversa (BioBasic-18, 150mm x
4,6mm @, Sum) termostatizada a 40°C e detector de arranjo de diodos.
As amostras foram eluidas com fluxo 0,8 ml/min, utilizando um
gradiente linear de acido formico 0,5% (v/v) (solvente A) e metanol
(solvente B), a saber: (0-10 min) 15% B, (10-55 min) aumento gradativo
para 70% B e (55-60 min) reducdo de B a 15%. Para a quantificagdo dos
compostos de interesse, uma curva padrio externa de artepillin C/ml (y=
0,2461x, = 1) nas concentragdes de 56,25; 112,5; 225; 450 ¢ 900
png/ml foi utilizada. Os resultados de contetidos de metabolitos foram
expressos em equivalentes de artepillin C, considerando-se o valor
médio de trés inje¢des consecutivas/amostra. A identificagdo dos
compostos fenolicos foi realizada através da comparagdo dos tempos de
retencdo das amostras de padrdes auténticos de flavonoides e acidos
fenolicos, e.g., pinocembrina, quercetina, acido p-cumadrico, crisina e
artepillin C.

4.9 ANALISES ESTATISTICAS E QUIMIOMETRICAS

Os dados espectrais de UV-Vis (280-800nm), de contetdos de
compostos fendlicos totais, flavonoides e balsamo, de intensidade de
bandas dos cromatogramas em camada delgada e de area de picos dos
perfis de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram
exportados para o Excel® no formato de arquivo.cvs e submetidos a
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analise estatistica multivariada, via calculo dos componentes principais
(PCA) e anélise hierarquica (HCA). Para isso, scripts foram escritos em
linguagem R (v. 3.1.1), utilizando ferramentas definidas pelo nosso
grupo de estudo e pelos pacotes Chemospec (HANSON, 2012) e
HyperSpec (BELEITES, 2011). As analises de PCA ¢ HCA podem ser
uteis na extracdo de informacdes relevantes dos dados analisados,
minimizando redundancias e caracterizando a relagdo entre as variaveis
estudadas. Os dados das variaveis acima referidas também foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguido de teste Tukey
(P< 0,05) com suporte dos programas GraphPad Prism 5 e GraphPad
Instat 3.06. Todas as analises foram realizadas em triplicata (n=3).

Para as analises de machine learning, foram construidos modelos
de classificagdo visando discriminar as amostras de propolis de acordo
com a estagdo de coleta. Para isso, trés algoritmos foram avaliados,
como, analise de quadrados minimos parciais discriminantes (PLS-DA),
k-vizinhos mais proximos (knn) e arvores de decisdo (rpart), utilizando-
se uma validacdo cruzada repetida com 10 dobras e 10 repeti¢des. Os
scripts utilizados, os dados brutos e os resultados das andlises
quimiométricas estdo disponiveis em
<http://darwin.di.uminho.pt/metabolomics-package>, sob a forma de
material suplementar. O relatério das andlises geradas a partir dos
scripts fornecidos pelo R Markdown encontra-se disponivel nos
apéndices deste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1COMPORTAMENTO FORRAGEIRO DE APIS MELLIFERA E
IDENTIFICACAO DA ESPECIE BOTANICA FONTE DE
RESINA

A observagdo in loco do comportamento forrageiro das abelhas
Apis mellifera foi identificado préximo ao primeiro apiario de coleta de
propolis, a predilecdo das abelhas por uma determinada espécie vegetal,
popularmente conhecida na regido como Vassourinha. As abelhas
coletavam as resinas de apices vegetativos desta espécie, utilizando o
primeiro par de patas para o corte do tecido vegetal, seguido da
transferéncia do material para a estrutura presente em suas patas
traseiras, denominada de corbicula (Figura 8).

Apbs a coleta do material vegetativo da espécie supracitada,
contendo flores e frutos, uma amostra da planta foi herborizada e
identificada taxondmicamente. Com o auxilio do professor Angelo
Schneider, especialista no género Baccharis (Universidade Federal do
Pampa - UNIPAMPA), a espécie em estudo foi identificada como
Baccharis dracunculifolia, coincidindo com a espécie botanica doadora
de resina a producao da propolis verde de Minas Gerais. Posteriormente,
o material herborizado foi depositado no herbario FLOR (Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianopolis, SC) sob o numero de coleta
FLORO0057646 (Figura 9).

O comportamento das abelhas Apis mellifera foi semelhante ao
relatado na literatura por Teixeira et al., (2005), onde um grande nimero
desses insetos foi observado visitar plantas de B. dracunculifolia,
fragmentando 4pices vegetativos (broto, primoérdios foliares e folhas
jovens). Apds a manipulacdo desses fragmentos, as abelhas moviam o
tecido vegetal contendo a resina para as patas medianas e, em seguida, a
corbicula. A predilecdo de 4. mellifera por plantas de B. dracunculifolia
na produgdo de propolis também foi observado em estudos anteriores,
onde verificou-se que as abelhas coletavam as resinas presentes em
brotos foliares, em folhas ndo expandidas, e raramente de folhas adultas
daquela espécie (PARK et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005).
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Figura 8 - Abelha coletando resina vegetal da espécie Baccharis
dracunculifolia, municipio de Sdo Joaquim (28°27'4.6"S, 49°56'25.5"0,
estado de Santa Catarina, Brasil)

Figura 9 - Exsicata de Baccharis dracunculifolia depositada
no herbario FLOR (Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianoépolis, SC - numero de depdsito FLOR0057646).
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5.2 ESPECTROFOTOMETRIA DE VARREDURA UV-VISIVEL

Industrialmente, a propolis ¢ comumente utilizada apds o seu pré-
processamento, que consiste na retirada de materiais inertes, insoliveis e
cera. Em seguida, ocorre a extragdo dos compostos bioativos da
biomassa com diferentes solventes. Esse processo de extragdo tem o
objetivo de conservar os compostos bioativos da matéria-prima, em
especial os compostos fendlicos. Na composi¢do quimica da propolis é
possivel identificar a presenca de acidos fendlicos e flavonoides, bem
como seus derivados hidroxilados, metoxilados e outros substituintes
com elétrons ndo-ligantes, substincias polinucleares e compostos com
duplas ligagcdes conjugadas. Todos esses fatores causam um
deslocamento batocromico para maiores comprimentos de onda nos
espectros UV-Vis da propolis (PAGANOTTI et al., 2014).

Os EHs de propolis em estudo apresentaram valores maximos de
absorcdo na janela espectral de 280 a 400 nm (Figura 10) a qual,
segundo Paganotti et al. (2014) engloba a regido de absor¢do de uma
classe de fenodlicos denominados flavonoides, indicando que o sistema
de extragdo EtOH: agua (70:30, v/v) foi adequando a recuperagdo desses
metabolitos da matriz em estudo.Além disso, a andlise visual dos perfis
espectrais das amostras revelou a similaridade destas, sugerindo uma
composi¢do quimica homogénea entre os extratos de propolis ao longo
das estagcdes do ano. Adicionalmente, ¢ importante considerar que o
espectro de absor¢do da radiagdo UV-Vis na regido de 200 a 400 nm ¢
utilizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) a avaliagdo da qualidade dos extratos de propolis
comercializados no Brasil (MAPA, 2001).

Atualmente, o desenvolvimento de modelos descritivos de
classificacdo, com base em técnicas analiticas rapidas, baratas e
robustas, como a espectrofotometria UV-Vis ¢ de grande interesse a
industria farmacéutica, uma vez que técnicas analiticas mais especificas
(e.g., cromatografias liquida ou gasosa, acopladas ou ndo a
espectrometria de massa), apresentam limitagcdes importantes ao uso
como ferramentas de rotina no controle de qualidade de matrizes
complexas, como ¢ o caso da propolis. Por outro lado, a grande
quantidade de dados gerada em analises de matrizes complexas via
espectrofotometria de varredura UV-Vis torna a adog¢do de ferramentas
de bioinformatica obrigatorias a extracdo de informagdes adicionais
relevantes.

Tendo em vista este cenario, o conjunto de dados de absorbancias
(280-800 mm) das amostras dos EHs de propolis foram utilizados a
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construgdo de modelos descritivos ¢ de classificagdo, via calculo dos
componentes principais e andlise hierarquica de cluster. Tal abordagem
considerou como pressuposto basico a reconhecida variabilidade de
composi¢do quimica da propolis, derivada da agdo de fatores ecoldgicos
(a)bioticos, um aspecto importante em processos de controle de
qualidade e de padronizacdo de extratos daquela biomassa. Assim,
modelos de classificacdo rapidos, de baixo custo e que permitam
identificar eventuais (dis)similaridades de composicdo quimica de
amostras de propolis coletadas ao longo das estagdes do ano sdo
relevantes as industrias afins aquela matéria-prima.

Figura 10 - Perfis espectrais de UV-vis (A = 280-800nm) de
extratos hidroalcoolicos (EtOH 70%, v/v) de amostras de
propolis, coletadas ao longo das estagdes dos anos de 2014
(verdo, outono, inverno e primavera) e 2015 (verdo e outono)
no municipio de Sdo Joaquim — SC.
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A analise hierarquica de cluster (HCA) foi aplicada aos dados
espectrais de UV-Vis (A= 280-800nm - Figura 11) derivados das
amostras coletadas ao longo das estagdes de 2014.As similaridades
foram definidas com base na distancia euclidiana utilizando o método de
agrupamento UPGMA. Os objetos em cada cluster tendem a ser
similares, porém diferem daqueles pertencentes a outros agrupamentos,
ndo havendo qualquer informagdo prévia sobre a composi¢do inicial
do(s) grupo(s) (VICINI & SOUZA, 2005). Dois grupos principais de
propolis foram detectados pela HCA as amostras coletadas nas estacdes
de 2014. O primeiro grupo correspondeu as amostras coletadas
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exclusivamente no verfio, enquanto as demais amostras formaram o
segundo grupo, revelando uma interessante separagdo derivada do efeito
da sazonalidade.

Entretanto, a adi¢do dos dados das amostras de 2015 (verdo e
outono — Figura 12) ao modelo de classificagdo inviabilizou a clara
discriminagdo das amostras de verdo em relacdo a demais,
especialmente quando as amostras de outono foram computadas. Tal
fato pode estar vinculado a extensa variabilidade quimica da biomassa
de interesse, decorrente das complexas relagdes dos modelos biologicos
em estudo, i.e., plantas-A. mellifera, as quais sdo reguladas por fatores
(a)biodticos de intensidades variaveis ao longo das estagdes do ano. Por
exemplo, ¢ sabido que as rotas biossintéticas de metabolitos secundarios
vegetais sdo sensiveis a agdo de fatoresclimaticos e as interagdes inseto-
planta e patogeno-planta (BAUER; TITTEL, 1996), constituindo
estratégias de defesa dos vegetais a estresses (a)bidticos (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Dentre as principais classes de metabdlitos
secundarios de defesa vegetal encontram-se os terpenos, os compostos
fendlicos e nitrogenados (TAIZ; ZEIGER, 2004; SHETTY et al., 2008)
cujos perfis quali/quantitativos nos tecidos vegetais e seus biofluidos,
e.g., seiva e resinas, respondem a sazonalidade.

Modelos de classificagdo de amostras baseados em técnicas de
estatistica multivariada tem sua robustez como fungdo da amplitude da
variagdo amostral presente no conjunto de dados em andlise. Assim,
especula-se que o modelo de classificagdo construido a partir dos dados
espectrais das amostras de 2014 evidenciou sua fragilidade quando da
inser¢do adicional de dados (i.e., amostras 2015), revelando a
necessidade de ampliagdo do universo amostral da matriz complexa em
estudo, para a obtenc¢do de modelos classificatorios mais crediveis.
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Figura 11 - Andlise hierarquica de cluster (método UPGMA) de
amostras (n = 59) de extratos hidroalcoolicos de propolis
coletadas no outono, primavera, verdo e inverno de 2014.
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Figura 12- Analise hierarquica de cluster (método UPGMA) de
amostras (n= 73) de extratos hidroalcéolicos de propolis
coletadas nos anos de 2014 (verdo, outono, primavera e inverno)
e 2015 (verdo e outono).
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Numa segunda abordagem buscando uma melhor compreensio
do efeito da época de colheita (sazonalidade) indicado pela HCA, o
conjunto de dados espectrais de UV-Vis foi submetido ao célculo de
componentes principais (PCA). No modelo derivado das amostras
coletadas em 2014 (verdo, outono, inverno e primavera), oS
componentes principais (PC1) e (PC2) explicaram 68% e 13,9% da
variabilidade amostral do conjunto de dados, i.e., 81,9% em sua
totalidade (Figura 13A). A adi¢do ao modelo de PC3 (12,4%) ampliou
de forma importante a extragdo de informagdo latente, i.e., 94,2% do
total de variabilidade amostral do conjunto de dados estudados. Os
resultados de PCA confirmam a discriminag@o sazonal das amostras em
dois grupos principais, como observado na andlise hierarquica de
agrupamentos. Na Figura 13 ¢é possivel observar que as amostras de
outono, primavera e inverno se encontram sobrepostas e centradas no
grafico (ampliacdo na Figura 13B), diferentemente das amostras de
verdo, dispersas ao longo de todo o grafico. Quando realizamos a analise
de PCA com acréscimo das amostras de 2015 (verdo e outono - Figura
14), os dois primeiros componentes PC1 (64,5%) e PC2 (17,6%)
explicam 82,16% da variabilidade amostras dos dados, entretanto, assim
como ocorreu na andlise HCA, ndo é possivel visualizar uma clara
distingdo entre as amostras provenientes da estagdo de verdo com
relagdo as demais esta¢des, o que pode estar relacionado mais uma vez
com a variabilidade quimica a que as plantas estdo submetidas, por
exemplo, fatores bidticos e abioticos.

Figura 13- A - Escores de dispersao dos dados espectrais de UV-vis (A =
280-800nm) nos eixos de componentes principais 1 e 2 de cinquenta e
cinco amostras de propolis coletadas sazonalmente em 2014. B -
Amplificacdo das amostras sobrepostas no PCA.
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Figura 14 - Escores de dispersdo dos dados espectrais de UV-vis (A =
280-800nm) nos eixos PC1 e PC2 de setenta e trés amostras de propolis
coletadas em 2014 (verdo, outono, inverno e primavera) e 2015 (verdo e
outono).
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Os metabolitos bioativos mais representativos em amostras de
prépolis geralmente sdo os compostos fenolicos. Assim, uma segunda
abordagem de analise foi aplicada aos dados espectrais de UV-Vis,
objetivando investigar mais detalhadamente o efeito sazonal na
composi¢do fendlica dos EHs de propolis. Para tal, o calculo dos
componentes principais ¢ a HCA foram efetuados considerando os
dados espectrais da regido de fingerprint de compostos fenolicos, i.e.,
280-400nm. Os resultados demonstram que, comparativamente ao
observado previamente na HCA para o conjunto total de absorbancias
(A = 280-800nm - Figura 12), o modelo hierarquico de agrupamentos
derivado da regido de fingerprint de compostos fendlicos (A = 280-
400nm - Figura 15) permitiu discriminar as amostras em dois grupos, a
saber: 1° grupo, amostras de verdo; 2° grupo: amostras de inverno,
primavera e outono. Na PCA (Figura 16) os dois primeiros componentes
compreenderam 92,76% da variabilidade total do conjunto de dados,
sugerindo que os compostos fenodlicos correspondem uma importante
classe de metabolitos na discriminagdo das amostras de propolis. Sendo
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assim, tendo em vista a melhoria na discrimina¢do das amostras de
propolis nos resultados de PCA e HCA para UV-Vis na regido de
fingerprint dos compostos fendlicos, podemos especular que este
modelo € mais credivel a classificagdo dos extratos hidroalcoolicos de
propolis em relagdo aquele aonde o conjunto total de absorbancias, i.e.,
280-800 nm, foi computado.

Figura 15 - Analise hierarquica de cluster (método UPGMA) de dados
espectrais da regido de fingerprint de compostos fenolicos (UV-vis, A =
280-400nm) de extratos hidroalcoolicos de propolis (n = 73) coletados
em Sdo Joaquim (SC), nos anos de 2014 ¢ 2015.
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Figura 16 - Analise de componentes principais (PCA) e escores de
dispersdao dos dados espectrais da regido de fingerprint de
compostos fendlicos (UV-vis, A = 280-400nm) de extratos
hidroalcoolicos de propolis (n = 73) coletados em Sao Joaquim
(SC), nos anos de 2014 ¢ 2015.
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Modelos experimentais de descrigdo e classificagdo utilizando
dados de espectrofotometria UV-Vis para determinadas regides de
fingerprint molecular t&ém sido descritos com o objetivo de melhor
explicar a variabilidade amostral de um determinado conjunto de dados.
Esta abordagem foi utilizada em estudo de classificagdo de genotipos de
Manihot esculenta (MORESCO et al., 2015), que foram identificados
apresentar atividade pro-vitamina A em biomassa radicular contendo [1-
caroteno, uma estratégia a reducdo da hipovitaminose A em paises
subdesenvolvidos, por exemplo. Os autores verificaram que no modelo
analitico aplicando a PCA ao conjunto de dados espectrais a regido de
fingerprint de carotenoides (A = 400-500 nm) os genotipos de mandioca
foram agrupados de acordo com os seus teores de carotenoides e
distribuidos de acordo com a cor de polpa de cada raiz.

Os resultados de estudos espectrofotométricos para o contetido de
capsaicina em pimenta Chiltepin como uma possivel alternativa para
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andlises de CLAE mostrou-se extremamente eficiente. Através da
comparacdo de resultados das analises de UV-Vis (A = 215-300nm) e
CLAE-DAD verificou-se que o método espectrofotométrico pode ser
utilizando rotineiramente a determina¢do dos conteudos totais de
capsaicina e controle de qualidade na analise agricola e farmacéutica
(GONZALEZ-ZAMORA et al., 2015).

Nesse contexto, pode-se notar a importancia de identificar o
efeito da sazonalidade no perfil quimico de amostras de propolis,
resultando em sua qualidade como fonte de importante metabolitos
secundarios. Apesar da analise de espectrofotometria de varredura UV-
Vis ser uma técnica analitica rapida, barata e confidvel, a quantidade de
dados gerados usualmente impossibilita a selecdo das amostras via
analise visual dos perfis espectrais, sendo necessaria a utilizagdo de
ferramentas de bioinformatica para otimizar a extragdo de informagdes
relevantes, permitindo melhor classifica¢do dos objetos de interesse.

5.3 MACHINE LEARNING (APRENDIZAGEM DE MAQUINA)
APLICADA A DADOS ESPECTRAIS DE UV-VISIVEL

As técnicas de data mining (mineragdo de dados), mais
especificamente a machine learning (aprendizado de maquina), tém se
popularizado de forma significativa nos ultimos anos, incorporando
sistemas de informagdo para apoio a decisdo, previsdo de eventos e
analise de dados (MORAIS et al., 2012). Neste contexto, algoritmos
indutores de classificagdo e predicdo de objetos, e.g., quadrados
minimos parciais discriminantes (PLS-DA), k-vizinhos mais proximos
(knn) e arvores de decisdo (rpart) foram aplicados ao conjunto de dados
espectrais UV-Vis dos EHs das amostras de propolis em estudo. Como
podemos observar na Tabela 3, os modelos PLS-DA, knn e rpart
apresentaram valores de precisdo de 67,50%, 77,50% e 81,43%,
respectivamente, na analise preditiva de sazonalidade. O indice kappa
de cada algoritmo, indicador do grau de concordancia entre dois
classificadores assumindo-se a aleatoriedade desta, também é mostrado
na Tabela 3.
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Tabela 3- Indices de precisdo e kappa dos modelos preditivos dos
algoritmos PLS-DA, knn e (rpart) para os dados espectrais (UV-vis, A=
280-400nm) de extratos hidroalcoodlicos de amostras de propolis
catarinense (Sao Joaquim, 2014/2015)

Precisio Kappa PrecisioSD KappaSD

pls 0.67497 0.505735 0.09191405 0.134006

knn 0.774857 0.6698484 0.07873972 0.11435
rpart 0.814349 0.7246686 0.08598415 0.125946

Além disso, a analise de importancia de variavel revelou que os
comprimentos de onda mais representativos aos modelos de predigdo
pertencem a janela espectral dos compostos fendlicos (e.g, A = 284-288
nm; 342-343 nm; e 364-366 nm - Tabela 4). Assim, a andlise de
machine learning foi repetida considerando apenas o conjunto de dados
da regido espectral de compostos fendlicos (A = 280-400 mm).
Diferentemente do observado nos modelos prévios de classificacdo via
PCA e HCA, o desempenho preditivo dos modelos derivados do
conjunto de dados da regido de fingerprint de compostos fendlicos
(Tabela 5), foi ligeiramente inferior aquele resultante do perfil espectral
total (Tabela 3). Contudo, tomados conjuntamente, os modelos
preditivos e de classificacdo sugerem que apenas os sinais de
absorbancia na regido de compostos fenolicos parecem ser suficientes a
discriminagdo/prognostico de amostras de propolis frente a
sazonalidade.
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Tabela 4- Comprimentos de onda (A) mais
representativos a analise preditiva de amostras
de EHs de propolis catarinense (S&o Joaquim,

2014/2015).

i Geral Significincia
286 100 100
287 100 100
284 81.175 81.175
285 81.175 81.175
288 81.175 81.175
365 44.696 44.696
364 37.225 37.225
366 37.225 37.225
342 29.194 29.194
343 29.194 29.194

Tabela 5- Indices de precisio e kappa dos algoritmos PLS-DA, knn e
arvore de decisdo (rpart) como indutores de classificagdo de amostras de
propolis catarinense (Sdo Joaquim, 2014/2015), consoante aos dados
espectrais de UV-vis (A= 280-400 nm).

Precisdo Kappa PrecisaoSD KappaSD
pls 0.6669141 0.4775043 0.06197739 0.09703098
knn 0.7425768 0.6153978 0.08084770 0.11902507
rpart 0.7898912 0.6899306 0.08383243 0.12181896

Nesse contexto, o melhor algoritmo & analise preditiva de
sazonalidade a propolis de Sdo Joaquim foi a arvore de decisdo (rpart),
apresentando 81,43% e 78,98% de precisdo para os dados de UV-Vis na
regido espectral de A= 280-800 mm e na regido de fingerprint de
compostos fenolicos A= 280-400 nm, respectivamente.

O algoritmo rpart esta relacionado aos algoritmos indutores de
arvores de classificacdo, que implementa a metodologia CART (do
inglés, Classification and Regression Trees - BREIMAN, et al. 1984), o
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qual permite a incorporacao de custos distintos de erros de classificagdo
nas classes, possibilitando o aumento da sensibilidade do classificador
as classes minoritarias. As arvores sdo bindrias e o seu crescimento ¢é
limitado a 31 (trinta e um) niveis de profundidade, o algoritmo também
implementa o processo de poda para minimizar a estimativa de erro.
Uma das vantagens deste tipo de algoritmo é que, uma vez que a arvore
¢ construida e validada, tende a ser interpretada com relativa facilidade,
sem a necessidade de conhecimento prévio sobre o algoritmo
(FRIZZARINI, 2013). O algoritmo PLS-DA (do ingés, Partial least
square-discriminant analysis) € muitas vezes comparado aquele da PCA
quanto a capacidade de classificacdo dos dados ou discriminagdo entre
diferentes grupos. O PCA identifica a variabilidade bruta e ndo
diferencia varia¢des dentro dos grupos ou entre grupos. Porém, se a
varia¢ao dentro do grupo € maior ao observado entre os grupos, a PLS-
DA torna-se preferivel &8 PCA em fungdo de um maior desempenho
(BARKER; RAYENS, 2003). Ja o algoritmo k-vizinhos mais préximos
(kNN, do inglés k-Nearest Neighbors) ¢ um dos métodos de
classificacdo mais antigos ¢ simples (COVER; HART, 1967). Para o
knn, quando um novo objeto ¢ apresentado a classificacdo, um conjunto
de exemplos similares ¢ recuperado do conjunto de treinamento, sendo
utilizados para classificar o novo objeto. Estes exemplos similares
possuem a menor distdncia no espago dimensional, sendo por isso o knn
conhecido como “vizinho mais proximo” (GALVAO; JUNIOR, 2004).

A espectrofotometria de varredura UV-Vis tem sido cada vez
mais aplicada a analise de matrizes complexas como € o caso de extratos
de propolis e de plantas em estudos metabolomicos. Caracteristicas dos
espectros de absor¢do sdo indicativas da composi¢do quimica da
amostra ¢ podem ser utilizadas como base a constru¢do de modelos
descritivos e preditivos através de técnicas de machine learning, por
exemplo. Sendo assim, a selecdo de determinadas caracteristicas da
amostra pode ser utilizada para melhorar a precisdo e classificacdo do
modelo através do estabelecimento de um subconjunto de classes com
caracteristicas discriminantes (MARASCHIN et al., 2012). Estudos de
Paganotti et al. (2014) utilizando dados espectrais de varredura UV-Vis
para EHs de propolis verificaram uma precisdo de 100% em modelo
utilizando o algoritmo PLS-DA a predigdo da regido de origem da
propolis (i.e., sul e sudeste do Brasil).

O perfil da propolis € conhecido por sua alta heterogeneidade
quimica, considerando a enorme biodiversidade de espécies de plantas
encontradas em algumas regides produtoras (WATSON et al., 2006) no
Brasil, por exemplo, da Mata Atlantica no Estado de Santa Catarina.
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Devido a isso, o efeito da composi¢ao da flora no perfil quimico das
propolis tem grande influéncia na qualidade desta, podendo-se esperar
uma heterogeneidade quimica elevada entre amostras provenientes de
regides geograficas distintas.

5.4 DETERMINACAO DOS  TEORES DE  COMPOSTOS
FENOLICOS, FLAVONOIDICOS E BALSAMO

Através da normativa n° 3 de janeiro de 2001, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estabeleceu uma série
de parametros fisico-quimicos para a garantir a qualidade da propolis e
dos seus extratos para a comercializa¢cdo. Dentre as caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas, destacam-se os teores minimos € maximos de
fenolicos, flavonoides e extrato seco (balsamo). Neste estudo, os
conteudos médios de fenolicos totais (mg/g e %), flavonoides (mg/g e
%) e balsamo (%) de setenta e trés extratos hidoralcodlicos de propolis
coletadas nos anos de 2014 e 2015, foram determinados por
espectrofotometria UV-Vis. Os resultados sdo mostrados na Tabela 6.
Teores discrepantes desses compostos foram identificados de acordo
com a sazonalidade em questdo, claramente indicando que a qualidade
daquela matéria-prima ¢é heterogénea ao longo do ano.

Os EHs de amostras de propolis coletadas no verdo/2014
apresentaram a maior concentragdo e compostos fenolicos totais (67,24
mg/g + 5,12), diferindo estatisticamente (P <0,05) das demais estagdes.
Os EHs das propolis coletadas no verdo de 2015 (43,12 mg/g + 3,71) e
outono 2014 (43,10 mg/g + 2,88) apresentaram as menores
concentracdes destes metabolitos. De modo geral, todas as amostras
analisadas apresentaram conteudos de fendlicos dentro dos pardmetros
minimos exigidos pelo MAPA (2001), i.e., 0,5% m/m.

Com relagdo aos teores de flavonoides, amostras do outono/2014
evidenciaram as menores concentra¢des (3,75 mg/g £+ 0,41), diferindo
estatisticamente de todas as demais (P <0,05). Por outro lado, mais uma
vez os maiores teores destes metabolitos secundarios foram
identificados em amostras de estacdo de verdo 2014 (12,08 mg/g +
1,24). De interesse, amostras de todas as estagcdes apresentaram teores
de flavonoides dentro dos valores minimos exigidos pelo MAPA (2001),
i.e., 0,25% m/m.

Estudos de Castro et al. (2007) identificaram teores semelhantes
de compostos fendlicos totais (81,70 e 94,98 mg/g,) e flavonoides
(43,00 e 47,31 mg/g) para amostras de propolis originarias de Minas
Gerais, entre os meses de agosto e setembro, respectivamente. Também
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foi identificada uma correlagdo positiva entre os teores de fendlicos e
flavonoides com os resultados da atividade antibacteriana
(Streptococcus mutans), onde as concentragdes inferiores de fendlicos e
flavonoides estiveram associadas a menor atividade antibacteriana. A
propolis europeia é conhecida por ter nos flavonoides seus principais
compostos bioativos, ao contrario da propolis brasileira aonde teores
inferiores destes metabolitos sdo encontrados (MARCUCCI, 2006).
Como exemplo, amostras de propolis da Bulgaria apresentaram teores
de flavonoides 42% (m/m) (KUJUMGIEV et al., 1999), enquanto no
presente estudo o maior conteido detectado foi 1,20% (m/m)
(verao/2014). Entretanto, os resultados reportados por Souza et al.
(2010) assemelham-se ao observado as amostras de propolis catarinense
com valores de concentracdo de 0,4 a 1,7% (m/m) de flavonoides totais
para a propolis produzida em Botucatu (SP), sendo que nao foram
detectadas diferencas estatisticas ao longo das estacdes do ano aquela
variavel. Marcucci et al. (1998b) também identificaram valores
reduzidos de flavonoides totais (0,84% m/m) em amostras de propolis
do municipio de Mogi das Cruzes (SP). Em amostras de propolis do
estado da Paraiba, Silva et al. (2006) identificaram baixos teores destes
metabolitos (0,19 a 0,38% m/m), de forma similar ao detectado em
amostras de propolis mineira, oriundas da regido de Passo (0,12 ¢ 2,11%
m/m - Sousa et al., 2007).

Por ultimo, os valores de conteidos de balsamo neste estudo
(Tabela 6) também se mostraram discrepantes ao longo das estagdes.
Enquanto amostras coletadas na primavera/2014, verdo/2014 e
outono/2015 apresentaram os maiores teores de balsamo (36,90% +
4,04% m/m a 38,82% + 8,69% m/m), a menor concentragdo de balsamo
foi detectada na amostra de outono/2014, (19,37% + 4,99% m/m), a qual
diferiu estatisticamente das demais (P <0,05). Pode-se observar que os
teores mais elevados de compostos fenolicos e flavonoides totais das
propolis estudadas corresponderam também aos maiores contetidos de
balsamo, corroborando Kujumgiev et al. (1999), que correlacionaram os
maiores conteudos de balsamo em propolis aos baixos teores de cera e
material soluvel e, consequentemente, a conteido mais elevados de
compostos bioativos. Por fim, independente da estagdo de coleta, as
amostras oriundas de Sao Joaquim (SC) apresentaram teores de balsamo
acima do valor minimo (11% m/m) requerido pela legislagdo brasileira
em vigor (MAPA, 2001). Estudos de Souza et al. (2010) também
demonstraram que a prépolis produzida durante a estagdo de verdo no
municipio de Botucatu (SP) apresentou maior porcentagem de balsamo
em comparagdo as demais estagdes, independente da técnica de coleta
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daquela biomassa utilizada (e.g., coletor de propolis inteligente,
raspagem ou tela). De interesse, a produgdo de propolis durante a
estagdo do inverno ndo é recomendada por Lima (2006), a fim de evitar
o enfraquecimento do enxame, com consequentes perdas na producao e
menor qualidade da matéria-prima.

Tabela 6 - Concentracdo média* (mg/g e % =+ desvio padrdo) de
compostos fenodlicos totais**, flavonoides*** e balsamo em extrato
hidroalcodlico de amostras de propolis (n = 73) oriundas do municipio
de Séo Joaquim - SC.

Estacdes Fenolicos (mg/g) Fendlicos (%) Flavonoides (ing/g) Flavonoides (%)  Balsamo (%)
Verio (2014) 67.24+512a 6.72 £0.51 12,08+ 124a 120+0.12 3772+12,12a
Outono (2014) 43,10+2.88b 431 £0.28 37540410 0.37+0.04 19.37+499b
Primavera (2014) 46.,58+4.32b 4.65 £043 11.92+2,01 a 1.19+0.20 38.82+8.69a
Inverno (2014) 52,71 +428Db 527 £042 9.12+0.72 a 0.91+0.07 34,89 +8.47 ab
Verio (2015) 43,12+£371Db 431 £0.37 10,11+ 0.68 a 1.01+0.06 33,51+734ab

Outono (2015) 4775+£3.74 D 477 £0.37 11.14+0.72 a 1.11£0.07 36,90 +4.04a

* Média de trés extragdes = SD (desvio padrao da média);

** Determinado por espectrofotometria UV-visivel (765 nm) e curva de calibragdo
externa de 4cido galico (= 0,99)

*** Determinado por espectrofotometria UV-visivel (420 nm) e curva de calibragao
externa de quercetina (1°= 0,99)

Cada coluna representa uma analise ANOVA separada.

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P
<0,05).

Tendo em vista o que foi observado a campo quanto a predilegédo
das abelhas Apis mellifera pela resina da espécie vegetal identificada
como B. dracunculifolia, os teores de fenolicos totais e flavonoides
também foram determinados as amostras de tecido foliar (apices
vegetativos) desta espécie (Figura 17). A partir da selecdo e marcagio de
determinados individuos a campo, amostras de biomassas foram
coletadas destes na primavera/2014, verdao/2015 e outono/2015, no
municipio de Sdo Joaquim, em dareas circunvizinhas as colméias
doadoras de propolis. Pode-se constatar teores de compostos fenolicos
totais discrepantes (P<0,05) ao longo das esta¢des, onde o verao/2015
apresentou teores mais elevados do metabolito de estudo (40,36 mg/g +
0,04), seguido do outono 2015 (32,56mg/g £+ 0,11) e primavera 2014
(31,46 mg/g + 0,12). De forma semelhante, os teores de flavonoides
totais dos EHs diferiram estatisticamente (P<0,05) entre todas as
estacdes, sendo que novamente o verdo/2015 apresentou o maior teor
(7,97mg/g + 0,016), seguido mais uma vez do outono/2015 (7,82 mg/g +
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0,023) e primavera/2014 (7,71 mg/mg £ 0,04). Sousa et al. (2011)
cultivaram durante um ano amostras de B. dracunculifolia oriundas de
10 regides dos estados do Parana, Minas Gerais e Sao Paulo. Os autores
detectaram variagdes na concentragdo de compostos entre as amostras
das regides de estudo e também o efeito da época de coleta sobre as
variaveis de interesse. Por exemplo, as concentragdes de Artepillin C
foram mais elevadas nos meses de novembro e dezembro e no periodo
de janeiro a abril.

As diversas atividades biologicas descritas a propolis também
foram identificadas em extratos de B. dracunculifolia. Todavia, o maior
desafio a padronizacdo dos efeitos biologicos da propolis, e
consequentemente de sua composi¢do quimica, considera o dominio da
influéncia da sazonalidade sobre o fendtipo bioquimico da planta
doadora de resina (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Figueiredo (2010)
avaliou o efeito da sazonalidade no perfil quimico e na atividade
antioxidante de extratos de B. dracunculifolia. Irrelevante discrepancia
dos perfis quimicos qualitativo foi detectada nas amostras, ainda que
com relagdo ao perfil quantitativo, diferengas bastante acentuadas
tenham sido observadas. Os maiores valores de atividade antioxidante
foram detectados em extratos de biomassa coletada no més de maio, em
contrapartida, apresentando a menor concentragdo da maioria dos
compostos fenodlicos estudados, evidenciando que tais compostos nio
foram os maiores responsaveis pela atividade biologica do material
vegetal.

Para além do efeito da sazonalidade sobre a composi¢do quimica
da resina vegetal, a interagdo planta-inseto também ¢é fator regulador do
perfil metabolico daquele biofluido e, consequentemente, da propolis.
Segundo Bastos et al. (2011), as abelhas ndo coletam o material resinoso
de B. dracunculifolia quando a planta estd em época de floragdo, mas
sim durante o seu crescimento, periodo este responsavel pela producdo
de metabdlitos secundarios no vegetal, importante para a interacdo com
insetos predadores.

Através dos dados meteoroldgicos disponibilizados pela
Epagri/Ciram (Tabela suplementar 1) podemos verificar que a estagdo
de verdo/2014 apresentou os maiores valores de temperaturas médias
maxima (24,56 °C) e minima (14,92 °C). Adicionalmente, o verdo/2014
também apresentou um maior indice de insolagdo (664,7 h) quando
comparada as demais estagdes. Em contrapartida, para a precipitacao
total e velocidade do vento, o inverno/2014 apresentou os maiores
indices, 634mm e 2,64 km, respectivamente.De modo geral, o
metabolismo secundario vegetal ¢ conhecido por apresentar variagdes



73

quali/quantitativas ao longo das estacdes do ano. Determinados
metabolitos sofrem variagdes em seus contetidos em funcio de variagdes
de temperatura, precipitacdo pluviométrica, tipo de solo, intensidade e
duracdo da luz solar, influenciando a qualidade das safras apicolas
(ISLA et al., 2001; AHN et al. 2007; AGUERO et al., 2011). O estudo
de Olszewska (2011), por exemplo, demonstrou em folhas de S.
aucuparia tal fato, revelando maior atividade antioxidante dos
compostos fenodlicos nos meses de verdo em detrimento as demais
estagoes.

Figura 17- Concentracdo de fendlicos totais e flavonoides (médias mg/g
+ desvio padrido, n=3) de extratos hidroalcodlicos de B. dracunculifolia
determinadas por espectrofotometria UV-visivel. Médias acompanhadas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste
Tukey (P<0,05).
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55DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DA
PROPOLIS E DE APICES VEGETATIVOS DE BACCHARIS
DRACUNCULIFOLIA VIA CCD E CLAE

Os extratos hidroalcodlicos de propolis foram analisados por
cromatografia em camada delgada (CCD), visando a classificacdo das
amostras de propolis em fungdo da sazonalidade, a partir de seus perfis
de composicdo quimica. Posteriormente, consoante a discrepancia,
algumas destas amostras foram escolhidas e analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde seus constituintes
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quimicos foram identificados e quantificados, conforme mostrado
detalhadamente na Tabela 7.

Os resultados da CCD para os extratos hidroalcodlicos de
prépolis demonstraram perfis cromatograficos bastante variados as
amostras durante as esta¢des: verdo 2014/2015, outono 2014/2015,
primavera/2014, e inverno/2014, sugerindo que os resultados de CLAE
podem evidenciar diferencas igualmente acentuadas entre as estagdes,
mas também para amostras de uma mesma esta¢do, ainda que coletada
em anos consecutivos.

As amostras de propolis coletadas no verdo/2014 (Figura 18)
apresentaram trés perfis cromatograficos (CCD), sendo o primeiro
visualmente caracterizado pela presenca de uma banda azul fluorescente
com Rf = 0,66cm (e.g., mostrado abaixo com marcagdo em amarelo),
sendo identificado em 72,42% dos EHs de propolis analisados nesta
estacdo (amostras: V1, V2, V3, V4, V5, V6, V7, V9, V10, V11, V13,
V14, V15, V16, V17, V18, V19, V20, V22 e V23). Tal composto
mostrou ser majoritario para a estacdo de verdo 2014.

O segundo perfil cromatografico em camada delgada
caracterizou-se por apresentar bandas de coloragdo alaranjada com
fatores de retencdo (Rfs) de 0,82cm, 0,75cm, 0,66cm, e 0,56cm (Figura
18, destaque em vermelho). As amostras com este perfil cromatografico,
e.g., V8, V12, V21, V24, e V27, apresentaram diferentes intensidades
de cor, ocorrendo em uma frequéncia em 17,85% dos extratos
analisados. Por tultimo, o terceiro perfil foi identificado nas amostras
V25 e V26, caracterizando-se pela presenca de uma banda verde
fluorescente (Rf = 0,62cm) entre duas bandas pretas (Rfs= 0,66cm e
0,56cm) - Figura 18, destaque em azul - correspondendo a 7,14% dos
extratos de propolis analisados nesta estagdo. O perfil cromatografico da
amostra V28 ndo apresentou intensidade de cor suficiente para sua
classificacdo.



Tabela 7- Concentracdo média (mg/g) de fenolicos em extratos hidroalcodlicos de propolis (EtOH70%) de Sao
Joaquim determinados por CLAE*

Estacao Amostras Pico 1 p-cumarico Pico 3 Pico 4 Pico § Quercetina Pico 7 Pico 8
TR (min)** 10,43 12,7 17,54 20,43 22,05 23,99 25,19 26,26
Vo6 n.g 15.82+0.05 n.q 15.61=0.04 13.65=0.02 0 0 n.q
. Vo n.q 13.54=0.16 n.gq 120,15 12,72+ 0.13 0 0 n.q
Verio 2014 )
V25 0 5.48+£0,013 0 2.63£0.01 491+0.,03 4,73 £0,04 2.83+0,24 0
V8 5,14=0,03 10.44+0.26 n.q 13.49=0.1 0 4,34+0,03 0 0
V35 1.77+0.03 11.13+1.32 n.q 0 0 13,6 = 0,67 0 ng
Verao 2015 V36 0 16,98 £0.03 n.q 6.93=1.14 6.24+0092 5.74=1.45 2.21£0.09 0
V39 0.83=0.01 1.14+0.32 n.q n.q 0 0 0 0
V40 1.07=0.02  4.18=+0,09 0 110,04 2.55+0,02 3.24=0.33 2.77+£0.09 0
. Q03 n.g 3.88+£0.,01 n.q 248=001 2.39+x0,02 0 0,610,099 0.8=0.01
Outono 2014
Q05 1,15 £0,02  8.35+0.,07 0 2,09+£026 2.67x0,01 12,72 £2.34 0 1.23£0.03
06 1.02+0,01 11.64+0.02 nq 5.15+£0.53 3.05+0.22 2.19+0.61 1,14 £ 0,01 0
Outono 2015 08 2.83+0,01 8.09 £ 0,02 n.q 0 0 14.61 £ 0.01 0 in.q
010 1.57+0,01 11.16+0.14 n.q 2.46+0.29 2.01=0.0 6,2+0,43 0 0
P2 6,78 +0.239 2332+583 1.26=005 n.q 0 15.62=0.71 0 0
Primavera _ _
2014 P7 042=0.01 1.72+0,03 0.15=001 n.q 0 1.43=0.02 0 0.57=0.02
P10 047+0,01 106002 0.16=001 0 0 0.53=0.01 0 0.38=0.01
I3 496+0,02 239+£002 097+001 nq 0 1.29=0.01 0 n.g
Inverno 2014 I5 6.51=0.07 17.36=0.44 n.q n.q 0 34,58 £0.39 0 0
17 8,530,001 6.44=0.14 ngq 0 0 19.12 0,05 0 0
Bac Ver n.q 8.91+0,12 n.q 13,12+1.18 10.35+011 n.q n.q 0
Baccharis Bac Pri n.q 428 £0,01 n.q 6.05+0,05 442+0.34 nq n.q 0
Bac Out nq 4.82+0,03 n.q 3.59+£0.03  4.57+0,04 n.q 0 0
Verde MG VMG n.qg 1623 n.g 11,09+023 17.73+£0.33 926+744 4.94=0.28 0

* Determinado por CLAE (280 ;]m) e dﬁaﬁtiﬁcé@éo realizéda através de"c.urva padrdo externa de ar-fepillin C; n.q — Presente, maé nao
quantificavel.
** TR= Tempo de Retengdo em minutos.
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Tabela 8-Concentragdo média (mg/g) de fendlicos em extratos de propolis (EtOH70%) de Sao Joaquim determinados por
CLAE* (Continuagao).

Estacao Amostras Pico 9 Pinocembrina Crisina Pico 12 Pico 13 Pico 14 Pico 15 Pico 16 ArtepillinC
TR(min)** 30,69 3241 33,90 34,8 36,21 40,67 43,70 46,98 52,55
V6 n.q n.g 15.58 £ 0,03 0 2527+0,07 0 ngq ng 45,09 =038
Verio 2014 Vo ng 0 14,98 = 0.14 ng 20.44+0.23 0 0 0 68.55 = 1.25
V25 9.28=0.11 26,02+03 17,19 £0.2 7.51=1.63 13,88 £0.25 0 nq ng 12,68 =007
V8 0 1.19= 0,03 3,18 =0,02 0 0 0 0 1,35+ 0,01 0
V35 0 12,48 =051 0 2.89=0.1 0 0 0 21404 0
Verio 2015 Vie 0 2,78 =0.03 2.87+0.02 0.93=0.14 20.11=£0.06 3.43=0.37 0 27400 068.96=0.62
V39 0 0.85=0.01 0 0.32=0.03 3.68=0.11 0 0 136048  794=0.12
V40 12,97 0,18 28,63 =1.61 1432=0.17 6,96 0,33 11,96 £0.01  7.07=0.35 0 8.86+1.08 241+=0.28

Outono 2014 03 0 1,03=0,0 26900 1.05=0.06 3.96=0,01 n.g 0 0.78+0.11 9.68=142
05 0 2,93+0,01 1.14 0,02 2.25+0.02 5.43=0.01 n.g 0 1.87+£0.,19 17.48+0,08
06 0 487047 1.18+0.11 1,02+ 0,06 12,82 +0.13 0 0 1.24+£0,01 31,44=0.1
Outono 2015 08 0 13,86+ 0,01 0 3,16=0.0 0 0 0 2.23+£0,01 1.48=0.01
010 0 19,85+ 0,82 0 2.25=0.08 6.61=0.32 0 0 1.51+£0.01 21.18=0.22
P2 0 6,63 =0.12 49400 0 n.q 0 0 2.87£0,03 15021
Primavera 2014 P7 0 0,69 = 0,01 1.13+0,01 0,53 +0,02 n.q 0 0 0.46 £ 0,01 n.q
P10 0 0.41=0.02 0.64+0.02 0.29 £0.02 0 0 0 0.44 +£0.01 n.q
13 0 498 £0,04 0,33+ 0,04 1,79£0,19 2.08£0,02 0 0 1.29+ 0,03 3.38=0.06
Inverno 2014 I5 0 5.4=0,09 8.07+0.11 0 0 0 0 3.61£0,05 0
17 0 5.5+0.04 6,83 +£0,03 0 0 0 0 2.86 +0,02 0
Bac Ver 0 0 7.11+0.21 0 1728039 1.63=0.35 0 1228=1.08 15.86=043
Baccharis Bac Pri 0 0 3.15+0,01 0 4.92 0,01 1.29+0.01 0 11.88=0.15 10,76=231
Bac Out 0 0 32,18+0.210 0 14,79 £ 0,16 7,08 £0.01 0 8.86+2.01 36.82+0.18
Verde MG VMG 0 0 9.85+£0.97 0 497038 73=0.748 6.17+0.28 0 59.36=0.63

* Determinado por CLAE (280 nm) e quantificagdo realizada através de curva padrio externa de artepillin C; n.q — Presente, mas ndo quantificavel.
** TR= Tempo de Retengdo em minutos.
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Figura 18 - Perfis de composi¢do quimica em cromatografia de
camada delgada (CDD) de extratos hidroalcodlicos de propolis
(coletadas no verdao 2014, no municipio de Sao Joaquim (SC).
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Tendo em vista os resultados de CCD para as amostras da estagédo
de verdo/2014, aonde trés perfis cromatograficos distintos foram
identificados, quatro amostras (V6, V8, V9 e V25) para subsequente
analise cromatografica (CLAE) foram selecionadas. Nesta etapa, para
além da caracterizagdo quimica da biomassa em estudo, objetivou-se
determinar a confiabilidade da técnica de CCD em detectar
diferencas/semelhangas de perfis de composicdo quimica dos EHs da
propolis catarinense. A semelhanga da espectrofotometria UV-Vis, a
CCD também ¢ uma técnica analitica rapida, barata e usualmente
robusta, sendo de interesse do setor produtivo afim ao tema em estudo
para fins de controle de qualidade da matéria-prima, por exemplo. A
figura 19 demonstra que, assim como observado via CCD, as amostras
V6 ¢ V9 exibiram o mesmo perfil na cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Nestas amostras, o composto majoritario foi a Artepillin C
(pico 17), sendo os maiores teores detectados nas amostras V9 (68,55
mg/g + 1,25), seguido de V6 (45,09 mg/g + 0,38). O acido p-cumarico
(pico 2) e a crisina (pico 11) foram outros dois compostos identificados
com concentragdes relevantes nas amostras, a saber: V6 15,82 mg/g +
0,05 e 15,58mg/g + 0,03, respectivamente, € V9 concentragdes de 13,54
mg/g + 0,16 e 14,98 mg/g + 0,14, respectivamente. Outros compostos,
e.g., pico 4 (TR = 20,4 min), pico 5 (TR = 22,02 min) e pico 3 (TR=
36,24 min) foram detectados nas amostras em estudo, porém ainda nao
identificados.

Com relagdo ao segundo perfil cromatografico identificado por
CCD, a amostra V8 foi selecionado a analise de CLAE. Em
contrapartida as amostras oriundas do perfil 1 de CCD, o composto
Artepillin C ndo foi observado para V8, a qual teve como majoritario
um composto ndo identificado: pico 4 (TR = 20,24 min) com
concentracdo de 3,49 mg/g + 0,1. Adicionalmente, foram identificados
nesta amostra o 4cido p-cumarico (10,44mg/g+ 0,26), a quercetina (4,4
mg/g £+ 0,03), a pinocembrina (1,19 mg/g £+ 0,03) a crisina (3,18 mg/g
+0,02), bem como outros compostos, i.e., pico 1 (TR= 10,43 min), e
pico 16 (TR = 47,12 min) ndo identificados até 0 momento.

O terceiro e ultimo perfil detectado na analise de CCD as
amostras de verdo 2014 teve a amostra V25 selecionada a analise de
CLAE. Comparando os quatro cromatogramas da Figura 19, constata-se
uma quantidade superior de compostos identificados nesta amostra, com
destaque a Artepillin C (pico 17 — 12,68 mg/g + 0,07), porém com uma
concentracdo bastante inferior ao encontrado nas amostras V6 e¢ V9.
Nesse caso, o composto majoritario foi identificado como pinocembrina
(pico 10), apresentando teor de 26,02 mg/g + 0.3, seguido da crisina
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(pico 11) com 17,19mg/g +0,2, do acido p-cumarico (pico 2) com 5,48
mg/g £ 0,013 e da quercetina (pico 6) com 4,73 mg/ + 0,04.

Figura 19 - Perfis cromatograficos (CLAE, 280nm) dos extratos
hidroalcodlicos de propolis (EtOH 70%) coletada noverdao/2014 em Sao
Joaquim (SC). Picos detectados: 1 = n.i; 2= dcido p-cumarico; 4= n.i; 5=
n.i; 6= quercetina; 7= n.i 9= n.i; 10= pinocembrina; 11= crisina; 12= n.i;
13= n.i; 14= n.i; 16= n.i; 17= Artepillin C. Numeros em comum
representam os mesmos compostos. n.i. = compostos ndo identificados.
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As amostras de propolis coletadas no verao/2015 geraram quatro
perfis composicionais detectados via CCD (Figura 20). O primeiro
grupo caracterizou-se pela predominancia de bandas alaranjadas (Rfs=
0,88cm; 0,81cm; 0,71cm; 0,57cm), identificadas na figura abaixo com
marcagdo em amarelo. Novamente, as amostras com este perfil: V29,
V33, V34, V35, e V38, apresentaram-se com diferentes intensidades de
cor e ocorreram em 41,6% dos EHs analisados para o verdo/2015. O
segundo grupo de perfis cromatograficos (destaque em vermelho, Fig.
20) caracterizou-se pela presenga de uma banda de colora¢do azul
fluorescente (Rf = 0,68cm), identificado em 41,6% dos EHs de propolis
coletados no verdao/2015, incluindo as amostras: V30, V31, V32, V36 e
V37. Com relagdo ao terceiro grupo, este apresentou-se similar ao
primeiro, porém com a presen¢a de uma banda azul fluorescente (Rf =
0,78cm) proeminente na amostra V39 (destaque em azul), a qual foi
detectada em apenas um dos extratos analisados. Por wltimo, o quarto
perfil cromatografico foi identificado na amostra V40 (destaque em
preto), correspondendo a 8,3% dos extratos analisados, o qual
visualmente aparenta ser similar ao identificado na amostra V25
(verdo/2014).
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Figura 20 - Cromatografia em Camada Delgada (CDD) dos extratos
hidroalcodlicos de propolis (EtOH70%) coletada no verdo/2015

V29 V30 V31 V3Z v33 V34

V35 V36 V37 V38 v39 V40

Através dos resultados de CCD, foram selecionados quatro
extratos de propolis da estacdo de verdo 2015 para as analises de CLAE,
i.e., uma amostra representativa de cada grupo de perfil identificado. Na
Figura 21 sdo mostrados os cromatogramas das amostras selecionadas:
V35, V36, V39 e V40.

Na amostra V35, representante do primeiro perfil detectado na
CCD, o composto majoritario foi a quercetina (pico 6) com a
concentracdo de 13,6mg/g + 0,67, porém outros compostos como o
acido p-cumarico (pico 2) e a pinocembrina (pico 10) também foram
identificados.

No segundo perfil cromatografico identificado por CCD, i.e., na
amostra V36, o composto majoritario foi identificado como Artepillin C
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(pico 17) com o teor de 68,96 mg/g £ 0,62, seguido pelo acido p-
cumarico (pico 2), quercetina (pico 6), crisina (pico 11) e pinocembrina
(pico 10). Outros compostos, i.e, pico 4 (TR= 20,42 min), pico 5 (22,01
min), pico 7 (25,13 min), pico 12 (TR= 33,43 min), pico 13 (TR= 36,2
min), ¢ pico 16 (TR= 46,9 min), ndo foram identificados até o momento.
Comparativamente aos demais extratos em estudo, a amostra V36
apresentou maior riqueza de compostos em sua constitui¢do, o que
sugere tratar-se de uma biomassa com diversas fontes botanicas de
resinas.

A amostra V39, selecionada a partir do terceiro perfil detectado
na CCD apresentou a Artepillin C como metabolito majoritario (pico
17) com teor de 7,94mg/g + 0,12 e os compostos acido p-cumarico (pico
2 -11,4 mg/g + 0,32) e pinocembrina (pico 10 - 0,85 mg/g + 0,01).

Por ultimo, a amostra V40 foi selecionada no quarto perfil
quimico identificado via CCD para as propolis coletadas no verao/2015.
A amostra apresentou a pinocembrina como composto majoritario (pico
10) com uma concentragdo de 28,63 mg/g = 1,61. Também foram
identificados a crisina (pico 11), o acido p-cumarico (pico 2), a
quercetina (pico 6) e o Artepillin C (pico 17). Conforme observado na
CCD, as amostras V25 (Figura 18) e V40 (Figura 20) também
apresentaram perfis cromatograficos similares na CLAE.
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Figura 21 - Perfis cromatograficos (CLAE, 280mm) dos extratos
hidroalcodlicos de propolis (EtOH 70%) coletadas na regido serrana
catarinense (Sao Joaquim) no verdo/2014. Picos detectados: 1 = n.i; 2=
acido p-cumérico; 4= n.i; 5= n.i; 6= quercetina; 7= n.i;9= n.i; 10=
pinocembrina; 11= crisina; 12= n.i; 13= n.i; 14= n.i; 16= n.i; 17=
Artepillin C. Nimeros em comum representam 0s mesmos compostos.
n.i. = compostos ndo identificados.
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As amostras de outono coletadas em 2014 e 2015 também foram
analisadas via CCD. Os EHs das amostras de outono/2014 (Figura 22A)
geraram perfis cromatograficos bastante semelhantes, sendo que
eventuais discrepancias foram destacadas quanto a quantidade e
intensidade de bandas das amostras O1, O2 e O5, comparativamente as
amostras O3 e O4.

Para a propolis produzida no outono/2015 (Figura 22B), as
amostras foram agrupadas de acordo com suas particularidades, sendo
possivel dividi-las em trés grupos de perfis cromatograficos (CCD). O
primeiro grupo caracterizou-se pela presenca de duas bandas de
coloragdo preta acentuadas (Rfs = 0,62cm e 0,51cm), sendo detectadas
apenas na amostra O6. O segundo grupo amostral assemelhou-se pela
predominancia de bandas de colora¢do alaranjada (Rfs = 0,81cm;
0,74cm; 0,64cm e 0,55cm) ao longo da corrida das amostras O7, O8 ¢
09. Por tultimo, o terceiro perfil foi identificado nas amostras O10 e
O11, as quais parecem apresentar, via analise visual dos cromatogramas,
perfis de composi¢do quimica intermediarios entre o primeiro e o
segundo perfis.
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Figura 22 - Cromatografia em camada delgada (CDD) dos extratos
hidroalcodlicos de prépolis (EtOH70%), oriundos do municipio de Sdo
Joaquim (SC). A — Outono/2014 e B — Outono/2015.

06 O7 og 09 o100 011

De acordo com os resultados da CCD, foram selecionados dois
EHs de propolis outono/2014 e trés EHs de amostras coletadas naquela
estacdo em 2015 as analises de CLAE. A Figura 23 mostra os cinco
cromatogramas das amostras em estudo: O3 e O5 (outono/2014) e O6,
08 ¢ 010 (outono/2015).

Podemos verificar que os EHs de outono/2014, assim como
observado por CCD, apresentaram um perfil de compostos bastante
similar quando analisados por CLAE. Com relagdo a amostra O3,
verifica-se o Artepillin C (pico 17) como composto majoritario (9,68
mg/g + 1,42), entretanto compostos como o acido p-cumarico (3,88
mg/g = 0,01), a pinocembrina (1,03 mg/g + 0,0) e a crisina (2,69 mg/g £+
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0,0) também foram identificados. Ja para a amostra O5, novamente o
composto majoritario foi o Artepillin C (17,48 mg/g + 0,08), porém a
quercetina (12,72 mg/g + 2,34), o acido p-cumarico (8,35 mg/g + 0,07),
a pinocembrina (2,93 mg/g + 0,01) e a crisina (1,14 mg/g + 0,02)
também foram identificados.

Com relagdo aos extratos oriundos da estacdo de outono/2015,
verificamos para a amostra O6 diversos constituintes quimicos,
similares ao observado na amostra O3 do outono/2014, porém em
concentracdes mais elevadas. Novamente, o Artepillin C (pico 17) foi
identificado como majoritario (31,44 mg/g + 0,1), sendo também
identificados os compostos acido p-cumarico (11,64 mg/g = 0,02),
quercetina (2,19 mg/g + 0,61), pinocembrina (4,87mg/g + 0,47) ¢ a
crisina (1,18 mg/g = 0,11). Em contrapartida, na amostra 08 um baixo
conteudo de Artepillin C foi detectado (1,48 mg/g + 0,01), sendo
identificado como composto majoritario a quercetina (14,61 mg/g +
0,01), seguido pela pinocembrina (13,86 mg/g + 0,01) e pela crisina
(8,09 mg/g = 0,02). Por ultimo, a terceira amostra outonal analisada para
2015 foi a O10 que, assim como observado pela técnica de CCD,
apresentou um perfil na CLAE intermediario entre as amostras O6 e O8,
sendo o composto Artepillin C identificado como majoritario (21,18
mg/g £ 0,22), seguido da picocembrina (19,85 mg/g + 0,82), do acido p-
cumarico (11,16 mg/g + 0,14) e da quercetina (6,2 mg/g = 0,43).
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Figura 23 - Perfis cromatograficos (CLAE, 280nm) comparativos dos
extratos hidroalcodlicos de propolis (EtOH 70%) serrana catarinense
(municipio de S3o Joaquim). Amostras O3 e OS5 coletadas no
outono/2014. Amostras 06, O8 e O10 coletadas no outono/2015. Picos
detectados: 1 = n.i; 2= acido p-cumadrico; 4= n.i; 5= n.i; 6= quercetina;
7= n.i; 8= n.i; 10= pinocembrina; 11= crisina; 12= n.i; 13= n.i; 14= n.i;
16= n.i; 17= Artepillin C. Numeros em comum representam os mesmos

compostos. n.i. = compostos ndo identificados.

010

(=]

- b2

3

wn

13
| 11 12
g .
oo b
by 1 1
6
*I
| 12
8 11, 5
5 I [ \I“ 13
\ 107 %
A
Aol { !
11 4, 13
5 s ]
l I 19 ful lll
7 LI
. "..»’" A
LR I\
i |
6
10
|
| i 12
a 7
[ wll'
| |
10—
f 12
| /
13

"]



88

As amostras de inverno e primavera 2014 também foram
analisados por CCD. Para os EHs de amostras de inverno/2014 (Figura
24) foram detectados perfis cromatograficos semelhantes, sendo apenas
detectadas diferencas de intensidade de cor das bandas. Da mesma
forma, as amostras oriundas da primavera/2014 (Figura 25) mostraram-
se homogéneas, excecdo feita aos EHs P7 e P8, aonde uma banda
diferenciada de coloragdo azul fluorescente (Rf= 0,82cm), identificadas
com marcagdes em amarelo, foi detectada.

Figura 24 - Perfil cromatografico em camada delgada
(CDD) de extratos hidroalcodlicos de propolis (EtOH70%)
invernal (2014), oriundas de S&do Joaquim (SC).
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Figura 25 - Cromatografia em Camada Delgada (CDD) dos
extratos hidroalcoodlicos de propolis (EtOH70%) da estagdo de
primavera (2014), oriundos do municipio de Sao Joaquim (SC).

P P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 FIO

Na Figura 26 podemos observar os tr€s cromatogramas das
amostras de inverno/2014 selecionadas as analises de CLAE: 15, 17 e 13.
As amostras I5 e 17 apresentaram perfis quimicos idénticos, diferindo
apenas quantitativamente. Para ambas, o composto identificado como
majoritario foi a quercetina (pico 6), com teores mais elevados
detectados nas amostras I5 (34,58 mg/g = 0,39) e 17 (19,12 mg/ + 0,05).
Adicionalmente, o acido p-cumarico (pico 2), a pinocembrina (pico 10)
e a crisina (pico 11) também foram identificados. A terceira amostra
analisada para essa estagdo foi a 13, cujo EH evidenciou um perfil
cromatografico (CLAE) algo distinto em relagdo as amostras
supracitadas, sendo a pinocembrina (pico 10) o composto majoritario
(4,98 mg/g + 0.04), com acréscimo de Artepillin C (3,38 mg/g + 0,06),
acido p-cumarico (2,39 mg/g £+ 0,02), quercetina (1,29 mg/g + 0,01) e
crisina (0,33 mg/g = 0,04).

Com relagdo a estagdo de primavera/2014, as amostras P2, P7 ¢
P10 foram selecionadas a analise de CLAE (Figura 27). De modo geral,
assim como detectado por CCD, as amostras apresentaram um perfil
quimico bastante similar, com maiores conteudos dos compostos em
estudo detectados na amostra P2, e.g., acido p-cumarico (23,32 mg/g +
5,83 - composto majoritario), quercetina (15,62 mg/g + 0,71),
pinocembrina (6,63 mg/g + 0,12), crisina (4,94 mg/g £ 0,0) e Artepillin
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C (1,5 mg/g £ 0,21). Para a amostra P7, identificou-se o0 mesmo perfil
quimico, sendo o acido p-cumarico (pico 2) o composto majoritario
(1,72 mg/g + 0,03), seguido pela quercetina (1,43 mg/g = 0,02), a crisina
(1,13 mg/g + 0,01) e a pinocembrina (0,69 mg/g = 0,01). Da mesma
forma, a amostra P10 apresentou o acido p-cumarico (pico 2) como
majoritario (1,06 mg/g = 0,02), posteriormente a quercetina (0,53 mg/g
+ 0,01), a crisina (0,64 mg/g = 0,02) e a pinocembrina (0,41 mg/g +
0,02).
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Figura 26 - Perfis cromatograficos (CLAE, 280mm) de extratos
hidroalcodlicos de propolis (EtOH 70%) coletados na regido serrana
catarinense (Sao Joaquim) no inverno/2014. Picos detectados: 1 = n.i;
2= 4cido p-cumarico; 3 = n.i; 6= quercetina; 10= pinocembrina; 11=
crisina; 12= n.i; 13= n.i; 14= n.i; 16= n.i; 17= Artepillin C. Numeros em

comum representam os mesmos compostos. n.i. = compostos nao
identificados.
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Figura 27 - Perfis cromatograficos (CLAE, 280mm) de extratos
hidroalcoolicos de propolis (EtOH 70%) coletadas na primavera/2014
em Sao Joaquim (SC). Picos detectados: 1 = n.i; 2= acido p-cumarico; 3
= n.i; 6= quercetina; 8= n.i,10= pinocembrina; 11= crisina; 12= n.i; 13=
n.i; 14= n.i; 16= n.i; 17= Artepillin C.
Numeros em comum representam oS mesmos compostos. n.i. =
compostos ndo identificados.
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Podemos observar na Figura 28 a abundancia de perfis
cromatograficos (CCD) das amostras de propolis ao longo das estagdes
dispostas entre os anos de 2014 e 2015 no municipio de Sdo Joaquim.
Entre as amostras de propolis, encontram-se os spots dos extratos
hidroalcodlicos de B. dracunculifolia (BAC) e também de uma amostra
de propolis verde de Minas Gerais (VMG). A cromatografia em camada
delgada revela perfis semelhantes de composi¢do as amostras de BAC,
VMG e as amostras V36, V7 e V6 de Sao Joaquim.

Figura 28 - Cromatograma em camada delgada (CDD) de extratos
hidroalcodlicos de propolis (EtOH70%). V36= verdo/2015; V7, V6
e V25= verdao/2014; I5= inverno/2014; O10= outono/2015; O5=
outono/2014;  P2=  primavera/2014; BAC=  Baccharis
dracunculifolia; VMG= propolis verde de Minas Gerais.

V36 V7 Vb6 BAC VMG V25 I5 010 05 P2

Os perfis quimicos dos apices vegetativos das amostras de
Baccharis dracunculifolia coletadas na primavera/2014, verdao/2015 e
outono/2015 também foram analisados via CLAE. A Figura 29 revela
perfis cromatograficos de B. dracunculifolia semelhantes, independente
das estacdes de coleta. Como descrito anteriormente para os perfis
quimicos das amostras de propolis de verdo (Figura 19), mais uma vez é
evidente que o acido p-cumdrico, a crisina e a artepillin C sdo os
compostos  fendlicos dominantes para esta espécie vegetal.
Adicionalmente, quantidades relevantes de compostos fendlicos nio
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identificados (picos 4, 5 e 13) foram detectadas, ocorrendo tanto nas
amostras de propolis de verdo como na biomassa de B. dracunculifolia.

As maiores diferengas entre as amostras de biomassas vegetais
referem-se aos teores dos compostos ao longo das estacdes. De maneira
geral, as biomassas vegetais com maiores teores de artepillin C foram
coletadas no outono (36,82 mg/g + 0,18), corroborando com estudos de
Simdes-Ambrosio et al. (2010) que detectaram aumentos nos teores de
artepillin C em biomassas de populacdes de B. dracunculifolia no
periodo fevereiro-abril. Além disso, de acordo com Lima (2005),
considerando a interacdo Apis mellifera-Baccharis dracunculifolia, a
melhor época a produgdo de propolis verde no Brasil ocorre entre
dezembro a abril.

Para efeitos comparativos, uma amostra de propolis verde de
Minas Gerais também foi analisada por CLAE. A Figura 21 demonstra
uma similaridade de perfis quimicos entre as propolis serrana
catarinense e a mineira, com destaque para o acido p-cumarico, a crisina
e o artepillin C.

A andlise visual comparativa dos cromatogramas das amostras de
propolis catarinense (verdo/2014 de Sao Joaquim), de B. dracunculifolia
e da propolis verde de Minas Gerais indica elevada similaridade. De
forma especifica, os teores de Artepillin C dos EHs das amostras de
propolis serrana catarinense (verdo, Sao Joaquim) e da propolis verde
mineira mostraram-se bastante préximos, i.e., 68,96 mg/g + 0,62 e 59,36
mg/g £ 0,36, respectivamente. Semelhangas de perfis quimicos de
propolis do sudeste do Brasil e Baccharis dracunculifolia foram
relatadas por Park et al. (2002). Os autores relacionaram a fonte de
resina a producdo da propolis aquela espécie botinica, entretanto o
estudo ndo identificou a presenga de Artepillin C nas amostras.



Figura 29 - Perfis cromatograficos (CLAE, 280mm) dos extratos

hidroalcoodlicos de Baccharis dracunculifolia (EtOH

70%)

coletadana primavera/2014, verdo/2015 e outono/2015. Picos
detectados: 1 = n.i; 2= acido p-cumadrico; 3=n.i; 4= n.i; 5= n.i; 6=
quercetina; 7= n.i; 11= crisina; 13= n.i; 14= n.i; 15= n.i; 16= n.i;
17=Artepillin C. Numeros em comum representam oS mesmos
compostos. = compostos ndo identificados.
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Numa abordagem analitica final, os dados de concentracdes de
compostos determinados por CLAE foram utilizados em estudos
quimiométricos, via andlises dos componentes principais (PCA) e de
agrupamentos hierarquica (HCA). Objetivou-se identificar padrdes de
similaridade amostral em fun¢@o da sazonalidade, utilizando-se técnicas
estatisticas multivariaveis que reduzem numero de dimensdes
determinantes da variagdo dos dados, porém sem perder constituintes
relevantes das informagdes. Os trés primeiros componentes principais,
e.g., PC1 (30%), PC2 (23,98%) e PC3 (13,42%) explicam 67,4% da
variabilidade amostral do conjunto de dados em estudo (Figura 30).
Adicionalmente, identificou-se o agrupamento de duas amostras de
verdo, V25 e V40, em PC1 e PC2 negativos.

Subsequentemente foi aplicado ao conjunto de dados a analise
hierarquica (HCA), sendo as similaridades entre objetos definidas com
base na distancia euclidiana, utilizando o método de agrupamento
UPGMA. Esta abordagem permitiu identificar trés grupos principais
(Figura 31) de amostras. O primeiro grupo englobou as amostras V25 e
V40, coletadas no verdo de 2014 e 2015, respectivamente. Tais
amostras, quando analisadas por CCD e CLAE, apresentaram perfis
cromatograficos idénticos, porém distintos em relagdo as demais. O
segundo grupo constituiu-se das amostras de B. dracunculifolia e de
propolis V6 (verao/2014), V9 (verdo/ 2014), V36 (verdo/2015) e O6
(outono/2014). Tais amostras evidenciaram perfis cromatograficos
(CCD e CLAE) similares principalmente no que diz respeito aos
compostos: acido p-cumarico, pico 4 (ndo identificado), pico 5 (ndo
identificado), crisina, pico 13 (ndo identificado) e artepillin C. Por
ultimo, no terceiro grupo temos a presenca de amostras originarias das
quatro estagdes em estudo, entretanto, se observarmos a formagdo dos
clusters menores dentro do grupo, vemos o agrupamento de amostras da
mesma estagao.

Tomados em conjunto, os resultados das analises
cromatograficas, i.e., CCD e CLAE, e quimiométrica aplicados ao
conjunto de dados de CLAE para fendlicos, sugerem que a principal
origem botdnica para a propolis produzida no municipio de Sao
Joaquim, em especial durante a estacdo de verdo, é Baccharis
dracunculifolia. Ao contrario da propolis encontrada em zonas
temperadas, onde as resinas de alamo (Populus nigra) predominam
como fonte a producdo de propolis, no Brasil ha maior numero de
espécies vegetais fontes de resinas a producdo de propolis, dificultando
a elucidacdo sobre o critério de escolha das abelhas das fontes
resiniferas (BANKOVA et al., 1998).
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Figura 30 - Analise de componentes principais (PCA) e escores de
dispersdo de dados cromatograficos (CLAE) de extratos hidroalcoolicos
de propolis (EtOH 70%) coletadas em 2014 (verdo, outono, inverno e
primavera) e 2015 (verdo e outono).
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Figura 31 - Analise hierarquica de cluster (método UPGMA) de
dados cromatograficos (CLAE) de extratos hidroalcéolicos de
propolis (EtOH 70%) coletadas no verdo/2014 e 2015,
outono/2014 e 2015, inverno/2014 e primavera/2014.

Key
o .
inverno
o outono
primavera
=T —
N —
D p—

W25
w40

Bac Out
Bac Wer
Bac P
WG

a
W35
(]3]

Pz

|5

|7

03

05

|3

W39

I_

P10
g
10
W35
08



98

A relaglo entre o perfil quimico da prépolis com a sazonalidade
também foi estudada por Nunes e Guerreiro (2012), onde oito classes
comerciais de propolis verde tiveram seus perfis quimicos determinados
por técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massa (HS-
GC/MS e LC/MS), analisados via analise exploratoria multivariada A
analise de componentes principais (PCA) dos compostos identificados
permitiu a separagdo das amostras em trés grupos principais, de acordo
com suas respectivas esta¢des de coleta, i.e., verdo, primavera e outono.
Os autores detectaram diferengas nos perfis de compostos volateis e
polifendlicos das amostras de propolis ao longo das estagdes.
Composi¢des quimicas semelhantes foram observadas as amostras de
propolis de alta qualidade ao longo de todas as estagdes estudadas,
enquanto maiores discrepancias quali/quantitativas foram detectadas nos
perfis quimicos das amostras de propolis de baixa qualidade. Durante a
primavera e no verdo também foi observado que a propolis de qualidade
mais baixa apresentou uma composi¢do similar a prépolis de qualidade
superior.

Os compostos majoritarios encontrados nos EHs da propolis do
municipio de Sao Joaquim mostraram-se heterogéneos em sua
composi¢do quimica de acordo com a estagdo do ano. Este resultado era
esperado, uma vez que a composi¢do daquela biomassa esta diretamente
relacionada ao metabolismo da planta doadora da resina, o qual
sabidamente responde aos efeitos de variacdo sazonal de fatores
(a)biodticos. Ademais, ¢ possivel considerar que Apis mellifera tenha, em
dada condicdo ecologica, mais de uma fonte de resina vegetal a
produgdo da propolis.

Ao longo das estacdes de verdo e outono, o acido 4-hidroxi-3, 5-
diprenil cinamico (Artepillin C) foi identificado nos EHs como um dos
compostos majoritarios. De forma concordante, este composto foi
identificado como majoritario por Castro et al. (2007) em propolis
produzida no estado de Minas Gerais, para além dos acidos cumarico,
ferrtilico e canferide. Os acidos cumarico e cindmico e a Artepillin C
também foram identificados em propolis por Simdes-Ambrosio et al.
(2010) que avaliaram o efeito da sazonalidade ao longo de um ano na
composi¢do quimica daquela biomassa produzida na regido de Cajuru,
Sao Paulo. Tais compostos, foram detectados em amostras coletadas em
quase todos os periodos amostrais, diferindo apenas quantitativamente.
Artepillin C foi detectada em maiores teores nas amostras coletadas nos
meses de novembro e dezembro. De modo geral, os compostos
prenilados e derivados de acido cindmico foram identificados como as
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substincias mais abundantes em amostras de propolis para a regido sul e
sudeste do Brasil (MARCUCCI et al., 2000).

Para as amostras de propolis coletadas nas estagdes de primavera
e inverno no municipio de Sdo Joaquim, os teores de Artepillin C
apresentaram-se com concentragdes muito baixas ou inexistentes.
Todavia, entre os compostos identificados, a quercetina se destacou
como o composto majoritario em pelo menos duas amostras de inverno
e com teores relevantes nas amostras de primavera. A quercetina
corresponde a um flavonoide comumente encontrado na propolis
europeia (MARCUCCI et al., 1998b). Ademais, um estudo recente
objetivou determinar os efeitos do extrato hidro-alcodlico de propolis,
coletado no outono (2010) em Santa Catarina, sobre a angiogénese de
células endoteliais, utilizando modelos in vitro e in vivo. As culturas de
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram utilizadas
para avaliar os efeitos da propolis na viabilidade, proliferacdo, e
migracdo de células, bem como a formagdo do tubo capilar, verificando-
se que o extrato de propolis diminuiu significativamente os pardmetros
avaliados. Através das analises de CLAE, RMN-1D e 2D foi possivel
identificar a quercetina como o componente majoritario para a classe de
flavonoides e os acidos galico, protocatecuico e clorogénico como
compostos predominantes de acido fenolicos (MENEGHELLI et al.,
2013). A quercetina também foi encontrada em estudos de composi¢do
quimica e origem botanica da propolis vermelha do Brasil, tipica dos
estados da Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba. Tal propolis
tem origem de exudatos resinosos de coloragdo vermelha, secretado a
partir da espécie vegetal Dalbergia escastophyllum(DAUGSCH et al.,
2008). Outro estudo relacionando amostras de propolis produzidas no
sul do Brasil com um perfil quimico similar & propolis europeia,
identificon uma composi¢do rica em flavonoides, contendo
pinobancsina, pinocembrina, pinobancsina 3-acetato, crisina e galangina
(PARK et al., 2002b).

Nesse trabalho o 4cido fenolico mais frequente nas amostras de
prépolis analisadas foi o acido p-cumarico, um composto identificado
como um dos marcadores a propolis verde de Minas Gerais por
Marcucci  (2006). Além das propriedades antioxidantes e
quimioprotetoras, o acido p-cumarico também atua como percussor de
fenilpropandides, entre eles a Artepellin C comumente encontrada na
propolis verde (MARCUCCI et al., 2000). A pinocembrina foi outra
substincia de destaque neste estudo, estando presente ao longo das
quatro estagdes estudadas. Anteriormente, a pinocembrina foi
identificada em amostras de propolis do municipio de Santa Cruz em
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Santa Catarina, com origem botanica relacionada a espécie vegetal
Populus alba, uma planta exdtica para regido, porém que é considerada
a maior doadora de resina a produgdo de propolis no hemisfério norte
(PARK et al.,, 2002a). A pinocembrina também foi detectada em
amostras de propolis do estado do Rio Grande do Sul, que além dessa
substincia, apresentou a crisina, acecetina e¢ a galangina como
componentes majoritarios (KOO et al., 1999).

Estudos sobre composi¢do quimica da propolis e de substancias
resinosas coletadas por abelhas Apis mellifera tem sido relatado por
diversos autores. Alencar et al. (2005) prospectaram o perfil quimico da
propolis e de Baccharis dracunculifolia produzidos nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais, através de analises de espectrofotometria de UV-
Visivel, cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e, cromatografia gasosa. Os autores
detectaram caracteristicas comuns entre a planta e a propolis, tais como
a alta propor¢do de Artepillin C e outros derivados do acido cinamico.
Além disso, a cromatografia em camada delgada identificou perfis
semelhantes entre os extratos de propolis e da espécie vegetal quando
irradiado a 366mm. Com base em todas as evidéncias fitoquimicas
encontradas, a espécie B. dracunculifolia foi identificada como a
principal fonte de resina para a produgdo das propolis nos estados de
Sdo Paulo e Minas Gerais. O composto denominado de Artepillin C
corresponde a um fenilpropanoide prenilado (4-hidroxicindmico 3,5-
acido diprenil) com alto valor no mercado (BANKOVA et al., 2000),
possuindo uma série de efeitos benéficos a satide humana, entre eles o
tratamento de tumores (KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al., 2004).
De interesse, ressalta-se, portanto que a principal fonte de Artepillin C
estd relacionada a uma planta nativa do Brasil, i.e., Baccharis
dracunculifolia (ALENCAR et al., 2005; HATA et al., 2012).

Outro estudo envolvendo a composicdo quimica e origem
botanica da propolis vermelha do nordeste brasileiro observou o
comportamento de abelhas A. mellifera na coleta de exudados resinosos
de coloragdo vermelha em Dalbergia ecastophyllum (Leguminosae). Os
flavonoides presentes na propolis vermelha e nos exudados resinosos
foram investigados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa (RF-CLAE) e cromatografia em camada delgada de fase
reversa (RF-CCD). Perfis cromatograficos idénticos foram observados
para propolis e para o material resinifero vegetal, indicando claramente
ser D. ecastophyllum a origem botanica daquela propolis (DAUGSCH et
al., 2008).
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7 CONCLUSOES

A Baccharis dracunculifolia foi identificada como espécie
preferencial pelas abelhas Apis mellifera na coleta de resina vegetal para
a produgdo de propolis em Sdo Joaquim.

O Artepillin C foi identificado como composto majoritario nas
amostras de propolis das estagdes de verdo e outono.

Verificou-se que outras espécies vegetais, ndo identificadas
taxonomicamente, também sdo doadas de resina a produgdo de prépolis
na regido em estudo, especialmente durante as estagdes de primavera e
inverno.

As analises de varredura de UV-visivel, quimiométricas e de
bioinformatica permitiram identificar o efeito da sazonalidade no perfil
quimico da propolis de Sao Joaquim (SC).

Verificou-se que a regido espectral de absor¢do dos compostos
fenodlicos (A = 280-400 nm) foi a mais determinante para os modelos de
classificacdo obtidos, sendo que o melhor algoritmo para a andlise
preditiva de sazonalidade foi a arvore de decisdo (rpart).

Apesar dos contetdos de compostos fendlicos totais, flavonoides
e balsamo apresentarem significativas flutuagdes ao longo das estagdes
estudadas, os valores observados situaram-se acima dos minimos
exigidos pelo MAPA.

A propolis produzida no municipio de Sao Joaquim,
especialmente na estagdo de verdo, mostrou-se com potencial elevado
para uma producdo de prépolis visando conteudos superiores de
Artepillin C. Adicionalmente, este tipo de propolis apresentou elevada
qualidade ao longo todas as estacdes estudadas, inferindo perspectivas
promissoras para a sua produ¢do e comercializa¢ao na regido.
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APENDICES

Tabela suplementar 1: Dados meteorologicos disponibilizados pela
Epagri/Ciram para os anos de 2014 e 2015 para o municipio de Sao
Joaquim — SC.

Temp. Temp. . Velocida Umida
L s . .. Precipitac =
= meédia media de de Insolacao
Estacdo L. P do total .
mixim minim (mm) do vento relativa (hs)
a0 aCo (km) 0
Verio (2014) 24,56 14,92 565,6 2.13 76.6 664.7
Outono (2014) 18,41 10,22 486,8 1,73 85,84 487.7
Inverno (2014) 15.68  6.64 6340 2.64 79,14 450.6
Primavera
(2014) 19,89 10.31 575,2 2,12 77,65 526.6
Verido (2015) 22,89 12,35 6347 1,97 82,37 4994

Outono(2015) 18.43 9.78 347.7 1.68 §3.56 488.3
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MOAINE  Soript vamedura de Uv-visivel - PROSPECGAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFEITO D SAZOMALIDADE MO FERFILQUIL..

Script varredura de Uv-visivel -
PROSPECCAO DE FONTES
BOTANICAS E AVALIACAO DO
EFEITO DA SAZONALIDADE NO
PERFIL QUIMICO DA PROPOLIS DE
SAO JOAQUIM (SANTA CATARINA)

R script para analises de varmredura de Uv-visivel

uv.propmaira.metadata. file = "uv_meta_comp_prop_s_epagr.osv"”

uv.propmaira.data.file = "data_uv_comp_prop_s_epag.csv"
label.x = "wavelengthinm)"
label.val = "absorbance”
uv.propm.ds = read.dataset.csv(uv.propmaira.data.file, uv.propmaira.metadata.file,
description = "Uv data for propelis", type = "uvv-spectr
E"J
format = "row", label.x = label.x, label.values = labe
1.val,
sep.meta = ";", sep ")

uv.propm.ds = convert.to.factor{uv.propm.ds, "year"
indexes = which{uv.propm.ds$data » 1@@2esa, arr.ind
indexes

uv.propm.dsfdatalindexes]

uv.propm.ds$data[indexes] = @

T

Inspecio preliminar dos dados

sum.dataset(uv.propm.ds)

DSNAn T CE A lises N 0RIANYKC 2%A ises. 120
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Dataset summary:
Valid dataset
pescription: uv data for propolis
Type of data: wuwvv-specira
Number of samples: 219
Number of data points 521
Mumber of metadata variables: &
Label of x-axis values: wavelength{nm)
Label of data points: absorbance
Number of missing values im data: @
rean of data values: ©.2242798
Median of data waluss: @
standard deviation: @.6758379
Range of values: @ 4.5
Quantiles:

% 25X se¥ 75X 1eeX
#¢ 0.00 6.80 B.80 B.02 4.58

PR R REEEEEEEEELY

plot.spectrafuv.propm.ds, "seasons™})
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o -
O
o
&
£
g 2
o
D -
| I | ! | T
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wavelength(nm)

table(uv.propm.dsimetadataiseasons)

i
#& autumn spring summer winter
#E 33 42 188 36

file: WG Uz ersimairaleskiopMate C0ADraM esradProjetoln e C 3% AT ses T 20pr 1ol 3HB 2polis 205 NANTLC EA Tlises WIOR/IAN M C %A Tzes .
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200N Seriptvarredura de Uv-visivel - PROSPECGAD DE FONTES BOTAMICAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFILQUI..
uv.propm.sc = metabolomicsuM: :scaling{uv.propm.ds)

uv.propm.wavelens = get.x.values.as.num({uv.propm.ds)

W.axis.sm = seq{min{uv.propm.wavelens), max(uv.praopm.wavelens), 5)

uv.prepm.smooth = smoothing.interpolation{uv.propm.ds, method = "loess", x.axis = x.axi
5.5m)

Loading required package: hyperspec
Loading required package: lattice
Loading required package: grid

Loading required package: ggplot2
Loading required package: mvtnorm
Package hyperspec, wversion 2.95-208158384

To get started, try
vignette ("introduction", package = "hyperspec")
package?hyperspec
vignette (package = "hyperspec")

If you use this package please cite it appropriately.
citation{"hyperspec")
will give you the correct reference.

EEEEEEEEEEEEEEEEE:

The project homepage is http://hyperspec.r-forge.r-project.org

uv.propm. smoothimetadatatseasons = factor{uv.propm.smoothimetadatadseasons, levels=c{"a
utumn", "spring”,"summer","winter"}}
plot.spectra(uv.propm.smeoth, "seasons”)
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M0RI015  Seriptvarredira de Uv-wisivel - PROSPECGAD DE FONTES BOTAN/CAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO PERFILQUIL..
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.propm.smooth.sc = metabolomicsuM: tscaling(uv.propm.smaoth)

.propm.bg = data.correction{uv.propm.smooth,”background™)

propm.offset = data.correction{uv.propm.bg, "offset")

.propm.baseline = data.correction(uv.propm.offset, "baseline™)

Loading required package: baseline

Attaching package: 'baseline’

The fellowing object is masked from 'package:stats®:

petcall

sum.dataset{uv.propm.baseline)
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0TAME  Soriptvaresirs de Uv-wisivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFEITO D& SAZONALIDADE NO PERFIL QUL

w##
w##
w##

EREEEEERELEEEL Y

Dataset summary:
valid dataset

Description: UV data for propolis-smoothed with hyperSpec spc.loess; background cor
rection; offset correctien; baseline correction

Type of data: undefined
Number of samples: 219
Number of data points 185
Number of metadata variables: &
Label of x-axis wvalues: wavelengih{nm)
Label of data points: absorbance
Number of missing values in data: e
Mean of data values: @.1628225
Median of data walues: @.85383692
Standard deviation: @.3311234
Range of values: -8.883487899 3.20655E
Quantiles:
e 25% ceE 5%
-8.883467899 @.815854277 8.053836917 8.167853618

plot.spectraiuy.prapm.baseline, "seasons")

absorbance

1a8%
3.206557549
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e

o

wavelength{nm)

** Regido de absorgdo de fendlicos™

uv.propm.pheno = subset.x.values.by.interval{uv.propm.ds, min.value = 283, max.value =
4p@)
sum.dataset{uv.propm.pheno)
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MOAANG  Seript varredura de Uv-visivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFLQUL..

Dataset summary:
valid dataset
Description: UV data for propolis
Type of data: wvv-spectra
Number of samples: 219
Number of data points 121
Number of metadata variables: &
Label of x-axis values: wavelengthinm)
Label of data points: absorbance
Number of missing values in data: @
Mean of data values: ©.9478094
Median of data walues: @.32
Standard deviation: 1.138%4%
Range of values: 8 4.5
Quantiles:

8% 25% 58% 75% leaX
#i 9.00 9.11 ©.42 1.52 4.58

Bt e EEEREREEEEREL R

uv.propm.phenoimetadatagseasons = factor(uv.propm.phencimetadataiseasons,

levels=c{"autumn™, "spring","summer","winte

r"y)

plot.spectrafuv.propm.pheno, "seasons")
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MNTENS  Seript varredura de Uv-wisivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO PERFIL QUL

uv.propm.pheno.sc = metabolomicsUM: :scaling(uv.propm.phens)
uv.propm.pheno.wavelens = get.x.values.as.num{uv.propm.pheno)

x.axis.sm = seq(min{uv.propm.pheno.wavelens), max{uv.propm.pheno.wavelens), 5)
uv.prepm.pheno.smooth = smoothing.interpolation(uv.propm.phenc, method = "loess”,
X.8Xis = X.axis.sm)
uv.propm.pheno. smooth$metadata$seasons = factor{uv.propm.pheno.smocth$metadatatseasons,
levels=c( "autumn”,"spring", “summer”, "wint
er"))
plot.spectra(uv.propm.pheno.smocth, "seasons")

W autumn
=+ — B spring
B summer
W winler
™ -
=
@
o
g~
0
|
o

wavelength(nm)

uv.propm.pheno.bg = data.correction(uv.propm.pheno.smeoth, "background™ )
uv.propm.pheno.offset = data.correction{uv.propm.phenc.bg, "offset™)
uv.propm.pheno.baseline = data.correction{uv.propm.pheno.offset, "baseline™)
sum.dataset(uv.propm.pheno.baseline)
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0I5 Seriptvarredira de Uv-wisivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZCNALIDADE NO FERFLAQUIL..

i
#E
#i

EREE R EEEEE R

Dataset summary:
valid dataset

pescription: UV data for propolis-smoothed with hyperspec spc.loess; background cor
rection; offset correction; baseline correction

Type of data: undefined
Number of samples: 219
Number of data points 25
nNumber of metadata variables: &
Label of x-awis values: wavelsngth{nm)
Label of data points: absorbance
Number of missing values in data: @
Mean of data values: @.1223141
Median of data values: @.066089835
Standard deviation: ©.1495589
Range of values: -9.2PB5556085 1.2383765
Quantiles:
ex 25% 2% 75k 12e%
-B.8805556606 @.8138188123 ©.8658988895 8.1888677393 1.2387648258

plot.spectra(uv.propm.pheno.baseline, "seascons”)
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Analises Multivariadas - PCA e HCA

uw

.propm.pca = pca.analysis.dataset(uv.propm.ds)

pca.screeplot{uv.propm.pca)l
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MOAMNE  Seriptvarredira de Uv-visivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFILQUI..
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B ndividual percent
B cumulative percent
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40

e
PC1 PC22 PC45 PCE8 PC91 PC116 PC143 PC170 PC1§7

Principal components

pca.scoresplot2p(uv.propm.ds, uv.propm.pca, "seasons", ellipses=T, pallette=2)

## Loading required package: ellipse

fileC  UsarsimairaDeskiop®™a®C 3% AD raf esradoProjetolAn?:C 258 1 ises 3 20pr 0 3% B 2polis T 20E AN C e A Tises e ORVANE C2%A s 82D



127

00E0NNG  Seript varredura de Uv-wishel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFETO Dia SAZONALIDADE NO FERFIL QU
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o ' -8 summer
210 \ -8 winter
b
\
b
20 - =
~
~

-5 Q .‘:‘-IJ
PC1 - 64.564%
pca.scoresplot3D(uv.propm.ds, uv.propm.pca, "seasons")

#& |Loading required package: scatterplotad
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MOING  Seriptvarredira de Uv-wisivel - PROSPECGAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFIL QUL

4 "
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e
e 1 ‘ o™
£ - 20 O
@ o i 10 o
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g 20
-30
2 -40
"-150 100 -50 0 50
PC1
uv.propm.hc = clustering(uv.propm.smooth.sc, method = "hc™, distance = "euclidean)

dendrogram.plot.col{uv.propm.smooth.sc, wv.propm.hc, “seasons”, lab.cex = 8.4}
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MTAIMG  Seriptvarredirs de Uv-visivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFEITO DA SAZCNALIDADE NO PERFIL QUL

Key
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& — |

- ﬁ;ﬁ:&m

Regido de absorgdo dos fendlicos

uv.prop.phenc.pca = pca.analysis.dataset{uv.propm.phenc)
pca.screeplot{uv.prop.pheno.pca)
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MCANME  Seriptvaresirs de Uv-vishel - PROSPECGAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIMCAC DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO PERFILQUI..
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PC1 PC13 PC26 PC3% PCS52 PCE5 PC78 PCB1 PC105 PC120

Principal components

pca.scoresplot2buy.propm.pheng, uv.prop.pheno.pca, "seasons"”, ellipses=TRUE, pallett
e=2)
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MOAING  Seriptvarredura de Uv-visivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO SFEITC DA SAZONALIDADE NO FERFILQUL..
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pca.scorespleot3p(uv.propm.ds, uv.propm.pca, "seasons")
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MNOANNE  Seriptvarredra de Uv-wisivel - PROSPECGAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZOMALIDADE NO PERFILQUI..

uv.propm.pheno.he = clustering(uv.propm.pheno.sc, methed = "hc", distance = "euclidea
"y

dendrogram.plot.col{uv.propm.pheno.sc, uv.propm.pheno.hc, "seasons", lab.cex = @.4)

o . ey

= autumn
spring
summer

2 winter

o _|

&

o _|

T

Machine Leaming

uv.propm.ml.sc = train.medels.performance{uv.propm.sc, <{"pls”, "knn", "rpart"),
"seasons”, "repeatedcv")
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0AENE  Seriptvaredua e Uv-visivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFEITO D SAZOMALIDADE MO FERFILQUL..

Leading required package: caret
Leading required package: pls

attaching package: 'pls
The following object is masked from 'package:caret’:
R2
The following object is masked from 'package:baseline':
mvrvalstats

The following object is masked from 'package:stats":

loadings

EEEREEEEEEEEEERELL

Loading reguired package: rpart

=
=

prope.ml.sciperformance

Accuracy Kappa AccuracysSD  KappasD
pls B.6963558 8.5452363 B.89629357 0.1419334
knn @.78317@1 8.6843159 B.8E078421 8.1157251
rpart 98.8141885 2.7244673 8.87537452 0.1184571

EEEE

uv.propm.ml.sciconf
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MOV Seriptvarredurs de Uv-wisivel - PROSPECGAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIWCAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFILOUI...

ipls
Cross-Validated (16 fold, repeated 18 times} Confusion Mairix

{entries are percentages of table totals)

reference
Prediction autumn spring summer winter
autumn 6.4 8.3 8.9 2.9
spring 2.5 2.5 5.3 4.4
summer 1.4 5.4 42,7 a.a
winter 4.7 5.8 8.5 12.0

sknn
Cross-validated (1@ fold, repeated 18 times) Confusion Matrix

{entries are percentages of table totals)

rReference
Prediction autumn spring summer winter
autumn  13.2 1.5 6.3 2.5
spring 1.1 18.8 8.2 2.8
summer @.5 3.3 41.4 a.1
winter 8.3 4.4 1.4 13.7

irpart
Cross-Validated (18 fold, repeated 18 times} Confusion Matrix

{entries are percentages of table totals)

reference
Prediction autumn spring summer winter
autumn  1@.9 8.5 1.7 2.4
spring 1.8 13.1 3.8 1.7
summer 2.3 2.2 43.2 a.a
winter a.8 3.4 1.5 14.3

Errr bbb bbbk rorrrrribrrrrrrrrerrery

c
=

.propm.ml.scivipsirpart[1:1a,]

overall Mean
286 180.20002 190.02800
287 180.20000 100.02208
284 81.17577 81.17577
285 81.17577 B1.17577
288 81.17577 B1.17577
365  44.69677 44.69677
364 37.22528 37.22520
366 37.23528 37.22528
342 29.19453 29,19453
343 29.19453 29,19453

EEErrrrhbry
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NOHHNE  Seriptvarredurs de Uv-visivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIACAD DO EFEITO DA SAZOMALIDADE NO FERFIL QUL

uv.propm.ml.sm.sc = train.models.performance(uv.propm.smesth.sc, c("pls", "kan", "rpar
),

"seasons”, "repeatedcv")
uv.propm.ml.sm.sciperformance

4 Accuracy Kappa AccuracysSDh  KappaSD
## pls @.6358798 @.5244083 @.H9166295 @.1358383
#& knn @.7744958 @.6713182 @.B7550863 @.10862427
## rpart 9.8257389% 2.73939869 ©.08840353 @,1184615

uv.propm.ml.sm.scicont

# pls

## Cross-validated (1@ fold, repeated 18 times) Confusion Matrix
##

#& (entries are percentages of table totals)
#2

#i reference

## prediction autumn spring summer winter
## autumn 5.3 8.3 8.7 2.0
#& spring 4.5 7.9 4.7 4.4
#2 summer 2.6 5.5 43.4 a.a
#i winter 2.7 5.5 8.5 12.@
##

##

## Cross-validated (18 fold, repeated 18 times) Confusiom Matrix

¥

## (entries are percentages of table totals)

ki

Reference
#& Prediction autumn spring summer winter

#i autumn  13.3 1.4 6.1 2.8

E3 spring 1.1 9.8 8.5 2.4

## summer 8.4 3.3 41.3 a.1

# winter 8.3 4.5 1.4  13.@8

#2

##

#& frpart

## Cross-Validated (18 fold, repeated 18 times) Confusion Matrix
#2

#& (entries are percentages of table totals)

##

## Reference

## Prediction autumn spring summer winter
autumn  11.5 8.8 1.4 2.4
spring 1.2 13.4 2.4 2.4
summer 2.1 2.9 44,1 2.a
winter 8.3 2.9 1.4  13.8

Tk kil
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MNOAANG  Seript varredurs de Uv-visiel - PROSFECCAT DE FONTES BOTAMICAS E AVALIACAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFILQUIL..

uv.propm.ml.sm.scivipsirpart[1:1@,]

overall Mean
285 1e0.2e082 1ed.08880
298 96.23215 9&.2321%
288 82.61564 B2.61564
Ig@ 75.94558 76.94558
295 78.341%4 7Te.341%4
328 48.85176 48.85276
315 48.1e831 48.18831
385 46.63245 46.63245
365 44,1671 44.16721
378 42.66544 42.66544

FEr e dryr

Machine Leaming Fendlicos

uv.propm.ml.phenc.sc = train.models.performance{uv.propm.phenc.sc, <{"pls”, "knn",
rt"y,

rpa

"seasons", "repeatedcv™)
uv.propm.ml.pheno.scéperformance

E Accuracy Kappa AccuracysD  KappasD
#& pls 9.662829% 2.4762378 0.87174265 0.1863339
#& knn 9.7451225 @.6217162 B.8E316891 ©.12257382
## rpart @.79@3278 2.687701@ ©.87753734 9.1152374

uv.propm.ml.phenc.sciconf
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A0S Seriptvarredirs e Uv-wisivel - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFILQUIL..

ipls
Cross-validated (1@ fold, repeated 18 times) Confusion Matrix

{entries are percentages of table totals)

reference
Prediction autumn spring summer winter
autumn 8.8 e.a 8.@ 2.e
spring z.e 6.2 4.1 2.2
summer 8.2 5.5 44,2 8.8
winter 1.8 7.7 1.1 16.2

iknn
Cross-Validated (18 fold, repeated 18 times) Confusion Matrix

{entries are percentages of table totals)

reference
Prediction autumn spring summer winter
autumn 9.4 1.1 5.4 a.4
spring 1.4 18.8 8.5 2.8
summer 3.8 3.3 42.@ 2.8
winter .4 4.8 1.4 13.2

irpart
Cross-validated (10 fold, repeated 1@ times) Confusion Matrix

{entries are percentages of table totals)

Reference
Prediction autumn spring summer winter
autumn 8.7 8.5 2.5 2.2
spring a,.9 14.8 3.4 1.9
summer 4.4 1.8 42.1 8.8
winter 1.8 3.8 1.4 14.3

TR bR TR ELEOREEYL R REOECE R L EREL LYY
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00205 Scripe CLAE - P?GS:‘ECC.ED DE FONTES BQTANICAS E A".@LIA(}EC DO EFEITC DA SAZONALIDADE NO FERFIL QUIMICO DA PROFO. .

Script CLAE - PROSPECGAOQ DE
FONTES BOTANICAS E AVALIACAO
DO EFEITO DA SAZONALIDADE NO
PERFIL QUIMICO DA PROPOLIS DE
SAO JOAQUIM (SANTA CATARINA)

Maira Maciel Tomazzoli
Thursday, August 20, 2015

R script para analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

metadata.file = "meta_hplcz.csv”
data.file = "prophplcz.csw"”

label.x = "comp"Lnd"

P

label.values = "mg/ig

hplc.prop.ds = read.dataset.csv(data.file, metadata.file, sep =

description = "Biochemical data of Propolis",
type = "concentrations”,

label.x = label.x, label.values = label.values,
sep.meta = ";"}

constant.variables <- sapply(data.frame{t{hplc.prop.dssdata)), function{.col){
all(is.ma(.col)) || all(.col[1L] == .col)
1)
indexes.to.remove = as.numeric(which{constant.variables))
hplc.prop.ds= remove.data.variables(hplc.prop.ds, variables.to.remove = indexes.to.remo
ve,
by.index = T)

hplc.prop.ds.scal = scalinmg(hplc.prop.ds, "auto")
Inspegéo preliminar dos dados

sum.dataset(hplc.prop.ds)
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00015 Script CLAE - F’RGSF'ECC."D DE FONTES BOTANICAS EP.\.’E'.I_IH(‘:.SGDD EFEITO DA SAZONALIDADE NO FERFIL QUIMICO DA PROFO. .

Dataset summary:
Valid dataset
pescriptien: Biochemical data of Propolis
Type of data: concentrations
Mumber of samples: 22
Number of data poinis 16
nNumber of metadata variables: 2
Label of x-axis values: compound
Label of data points: mg/g
Number of missing values in data: @
Mean of data values: 4.126637
Median of data values: @&.738846%
Standard deviation: 8.131989
RrRange of wvalues: @ 68.96533
Quantiles:
-3 25% 1=/ 75% 188%
@.0e00aes @.oo2e0ee @.7380459 4.8B6766Y G6B.9653258

EEEEEEREERRRERERREER

Analise de Componentes Principais (PCA)

hplc.prop.scal.pca = pca.analysis.dataset(hplc.prop.ds.scal)
pca.screeplot(hplc.prop.scal.pca)

100
|
[

60

W individual parcent
/ B cumulative percent

Percentage

20

T | FRR FE T T T 1 L 1 1
PC1 PC3 PC5 PC7 PCS PC11 PC13 PC15

Principal components

summary {hplc.prop.scal.pca)
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Proportion of variance @.82717 @.817%E 2.01326 2.98967 8.8832 @.88274

Cumulative Proportion @.95159% @.96957 @.98283 @.99258 @.9958 8.99854
PC14 PC15 PCle

Standard deviation @.11672 @.08108 2.05684

Preportion of variance @.ee825 2.02841 @.08828

Cumulative Proportion @.9993% 2.99980 1.08208

TR ELELEEEL

pca.scoresplot2o(hplc.prop.ds.scal, hplc.prop.scal.pca, "seascns", ellipses = T,
labels = T, pallette=2, xlim = ¢{-8, 8))

## Loading required package: ggplotz
## Loading required package: ellipse
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PC1 - 30.002%

pca.scoresplot2b(hplc.prop.ds.scal, hplc.prop.scal.pca, "seasons", ellipses = T,
pallette=2, x1im = (-8, 8))
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Seript CLAE - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAC AT DO EFEITC DA SAZONALIDADE NO FERFIL QUIMICO DA PROFOL..
Importance of components:

PC1 PC2 PC3 PC4 PCS PCS PC7
standard deviation 2.191 1.9589 1.4653 1.23735 8.97932 ©.91483 8.82482
Proportion of variance 8.309@ ©8.2398 8.1342 2.09569 B.85994 8.85231 £.84244
cumulative Proportion ©.38@ ©8.5399 B.5741 8.75974 ©.82958 8.88199 ©.92442

FCE FCE POl PC11  PC1Z PC13

Standard deviation 8.65938 £.53633 2.45860 ©.39331 B.2298 ©.28953
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PC1 - 30.002%
Analise Hierarquica (HCA)

hplc.prop.hc = hierarchical.clustering(hplc.prop.ds.scal, distance = "euclidean')
dendrogram.plot.col(hplc.prop.ds.scal, hplc.prop.hc, "seasons™, lab.cex = 8.8)

file T UsersimairaDeskiop®a C3%ADraMesradoProjetolAn?e 0 23 A 1l ses T 20pr % 0 3%B 2polis M 2050 AN e C AT lises W 20R/AN M C2%A 1 ses

45



142

20082015 Seript CLAE - PROSPECCAD DE FONTES BOTANICAS E AVALIAGAD DO EFSITO DA SAZONALIDADE NO PERFILQUIMICO DA PROFD. .

Key
inverno
Sty outono
primavera
verao
© -
—
o
—
nw o gk T @ won E oo .'Tf_"‘n,ﬂ_'n
ggol>ln>g§ou 88 5‘:;:’093
548
m m =

fileiiC i UsarsimairaDeskiopMat L% ADraMesrado Projetndin el 39A 1 ises W 20pr e 0 3TE2polis - 2050AN L T A Tlises T 20R AN C 2a 1ises 8%





