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RESUMO 

 

CALEGARI, Matheus Augusto. Espectroscopia na região do infravermelho 

próximo (NIR) e calibração multivariada: desenvolvimento de modelos PLS 

para a determinação da atividade antioxidante em amostras de própolis. 2018. 

147 f. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos 

– Biotecnologia) – Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de Processos 

Químicos e Bioquímicos, Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Pato Branco, 

2018. 

 

A própolis começou a ganhar popularidade devido ao seu uso na medicina 

complementar e alternativa e atualmente tem se destacado entre pesquisadores, 

devido apresentar propriedades biológicas e farmacológicas, tais como os 

antitumorais, antimicrobiana, antisséptica anti-inflamatória, antioxidante, cicatrizante 

e anestésica. A composição química da própolis varia de acordo com as 

características da vegetação e localização onde estão inseridas as colmeias, sendo 

composta usualmente de resina, bálsamo vegetal, cera, óleos essenciais, pólen e 

outras substâncias tais como os flavonoides, os ácidos fenólicos, os ésteres e as 

cetonas. Desta maneira o objetivo deste trabalho foi determinar a atividade 

antioxidante dos extratos de própolis pelos métodos de captura dos radicais livres 

ABTS (ácido 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-ácido sulfônico), DPPH (2,2-difenil-

1-picrilhidrazina) e redução do Fe+3 a Fe+2 (FRAP), determinar o teor de compostos 

fenólicos e flavonoides totais dos extratos de própolis por meio de análises 

espectrofotométricas e em paralelo obter os espectros de NIR para desenvolver 

modelos de calibração multivariada utilizando PLS e pré-tratamentos espectrais que 

possuam a capacidade de predizer a atividade antioxidante e composição química 

de amostras de própolis. Como etapa final, foi otimizada uma metodologia analítica 

por CLAE-DAD para a identificação de ácidos fenólicos e flavonoides nos extratos 

de própolis. Por meio da técnica de infravermelho próximo (NIR) foi possível 

desenvolver modelos de calibração multivariada para a própolis bruta, macerada, 

extrato etanólico de própolis e extrato etanólico de própolis concentrado. Por meio 

da regressão de PLS associado à pré-tratamentos espectrais, foi possível gerar 

modelos eficientes em predizer a atividade antioxidante de amostras de própolis, 

com base nos valores de R², RMSEC, RMSECV, RMSEP, RMSEE, RPD, RER e 
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número de variáveis latentes. A partir da técnica de CLAE-DAD foi possível otimizar 

uma metodologia cromatográfica com bons valores para os parâmetros de qualidade 

avaliados: seletividade, resolução, linearidade, LD, LQ e precisão. 

 

Palavras-chave: Perfil químico. Atividade antioxidante. CLAE-DAD. Quimiometria.  
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ABSTRACT 

 

CALEGARI, Matheus Augusto. Near infrared spectroscopy (NIR) and multivariate 

calibration: development of PLS models for the determination of antioxidant 

activity in propolis samples. 2018. 147 f. Dissertação (Mestrado em Tecnologia de 

Processos Químicos e Bioquímicos – Biotecnologia) – Programa de Pós-Graduação 

em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos, Universidade Tecnológica 

Federal do Paraná, Pato Branco, 2018. 

 

Propolis began to gain popularity due to its use in complementary and alternative 

medicine and has now stood out among researchers due to its biological and 

pharmacological properties such as antitumor, antimicrobial, anti-inflammatory 

antiseptic, healing antioxidant and anesthetic. The chemical composition of propolis 

varies according to the characteristics of the vegetation and the location where the 

hives are inserted, usually consisting of resin, vegetable balsam, wax, essential oils, 

pollen and other substances such as flavonoids, phenolic acids, esters and the 

ketones. The objective of this work was to determine the antioxidant activity of 

propolis extracts by the free radical capture methods ABTS•+ (2,2'-azino-bis (3-

ethylbenzothiazolin) -6-sulphonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine) and a 

reduction of Fe+3 to Fe+2 (FRAP), to determine the total phenolic and flavonoid 

content of propolis extracts by means of spectrophotometric analyzes and to obtain 

the NIR spectra for to develop multivariate calibration models using PLS and spectral 

pre-treatments that have the capacity to predict the antioxidant activity and chemical 

composition of propolis samples. As a final step, an analytical methodology by 

HPLC-PDA for the identification of phenolic acids and flavonoids in propolis extracts 

was optimized. It was possible to develop multivariate calibration models using PLS 

regression associated with spectral pre-treatments. These models were efficient for 

predicting the antioxidant activity and chemical composition of propolis samples, 

based on R², RMSEC, RMSECV, RMSEP, RMSEE, RPD, RER and number of latent 

variables. From the CLAE-DAD technique it was possible to optimize a 

chromatographic methodology with good values for the quality parameters. The 

condition of the developed method was: flow 1 mL min-1, column temperature 30 ° C, 

mobile phase composition: (A) H2O:H3PO4 (99,8:0,2 v v-1); (B) CH3OH (100%)  with 

gradient starting with 30% B, in 15 min 64% B, 11 min 75% B, 2 min 95% B, 1 min 
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95% B, 3 min 30% of B and finally 10 min in 30% of B, totaling 42 min of analysis, to 

quantify caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, trans cinnamic acid, rutin, 

quercetin, pinocembrina, chrysin, canferol, mangiferin and galangin. It was possible 

to verify that the samples that presented higher values for the antioxidant activities 

were those that presented richer chromatographic profiles with more intense signals. 

 

Keywords: Chemical profile. Antioxidant activity. HPLC- PDA. Chemometrics 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As abelhas convivem com os seres humanos desde os primeiros hominídeos 

e os maiores benefícios que apresentam é prover a polinização da vegetação natural 

(MICHENER, 2000). Diversas culturas dependem da polinização das abelhas 

(VAN’T LEVEN et al., 2005), o que garante a biodiversidade dos ecossistemas e a 

produção agrícola mundial por esses pequenos insetos (MICHENER, 2000; 

WINFREE et al., 2011).  Além da polinização, as abelhas produzem diversos 

produtos, como o mel, a própolis, a geleia real, a cera e a apitoxina (veneno de 

abelha) (COULIBALY et al., 2016; MADRAS-MAJEWSKA; MAJEWSKI, 2016). 

A criação de abelhas é conhecida como apicultura e diversas famílias de 

agricultores têm nessa prática a sua principal fonte de renda (JOLLIVET, 1994; 

PEREIRA et al., 2016; LOPES et al., 2016). Por apresentar um amplo espaço 

territorial, o Brasil possui grande diversidade em sua flora e clima, permitindo que os 

produtores obtenham os derivados apícolas durante todo o ano. Além da elevada 

produtividade, os produtos brasileiros apresentam reconhecido potencial biológico, o 

que torna o país um dos maiores exportadores de mel e própolis do mundo 

(MARCHINI, 2004; LOPES et al., 2016; ABEMEL, 2016). 

Até a década de 80 a própolis era vista pelos apicultores como um produto 

indesejado, pois, não apresentava valor comercial. Começou a ganhar popularidade 

devido ao seu uso na medicina complementar e alternativa (SALATINO et al., 2005) 

por ser um produto apícola com potencial biológico muito alto. A composição 

química da própolis varia de acordo com as características da vegetação e 

localização onde estão inseridas as colmeias (BANKOVA; DE CASTRO; 

MARCUCCI, 2000; KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004) e normalmente 

contêm resina, bálsamo vegetal, cera, óleos essenciais, pólen e outras substâncias 

(BARTH, 2004; SALATINO et al., 2005; JUNIOR et al., 2006) tais como os 

flavonoides (CABRAL et al., 2009), os ácidos fenólicos, os ésteres (PARK et al., 

2002) e as cetonas (CASTALDO; CAPASSO, 2002).  

Atualmente, a própolis tem se destacado entre pesquisadores, por apresentar 

propriedades biológicas e farmacológicas, tais como antitumorais, antimicrobiana, 

antisséptica (SALATINO et al., 2005), anti-inflamatória, antioxidante (BANKOVA; DE 
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CASTRO; MARCUCCI, 2000; SFORCIN, 2007; OLDONI et al., 2011; OLDONI et al., 

2015), cicatrizante e anestésica (PARK et al., 2002; JUNIOR et al., 2006). 

Os antioxidantes apresentam capacidade de impedir que biomoléculas como 

proteínas, lipídios e açúcares sofram danos oxidativos causados pelos radicais 

livres, o que pode ocasionar diversas doenças como aterosclerose, doenças 

coronárias, câncer e envelhecimento celular (RICE-EVANS; BURDON, 1994; 

VISIOLI; BELLOMO; GALLI, 1998; LEOPOLDINI et al., 2004). Dentre os principais 

compostos com atividade antioxidante destacam-se os compostos fenólicos, que 

podem atuar inibindo as reações ocasionadas por radicais livres, nas etapas de 

iniciação e propagação, ou como quelantes de metais, responsáveis por catalisar 

reações de oxidação (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). 

Diversos ensaios in vitro são empregados com o objetivo de determinar a 

composição química e atividade antioxidante de diferentes matrizes (KOLEVA et al., 

2002; KUMAR, 2015). Técnicas instrumentais de análise como as cromatográficas, 

as eletroquímicas e espectroscópicas, aliadas a quimiometria, apresentam elevada 

sensibilidade, confiabilidade e precisão, e vêm sendo desenvolvidas para auxiliar 

pesquisadores e indústrias em suas rotinas laboratoriais (SETTLE, 1997; SKOOG et 

al., 2014; KUMAR, 2015).  

As análises de referência utilizadas atualmente para a determinação da 

atividade antioxidante em amostras de própolis apresentam custo elevado, 

necessidade de reagentes específicos, pessoal técnico treinado e geração de 

elevada quantidade de resíduos químicos que precisam ser corretamente 

descartados. A espectroscopia de infravermelho na região do próximo (NIRS, do 

inglês, Near InfraRed Spectroscopy) acoplada as ferramentas quimiométricas surge 

como um método alternativo, com vantagens como simplicidade, baixo custo, 

rapidez e geração de menor quantidade de resíduos. Devido a isto, muitos trabalhos 

na literatura vêm utilizando esta técnica associada à quimiometria: MCLACHLAN, et 

al. (2017); ORBEGOZO et al. (2017); YU et al. (2018); CLAUSEN et al. (2017); 

POLAK et al. (2017); GALASSO et al. (2017); SIESLER et al. (2008); CHARNIER et 

al. (2017); DIAGO et al. (2018); GONZÁLEZ-MARTIN et al. (2017); SOARES et al. 

(2018); GENISHEVA et al. (2018); STOCKL; LICHTI (2018); GUO et al. (2018); 

GONZÁLEZ-MARTIN et al. (2017); REVILLA et al. (2017); BETANCES-SALCEDO et 

al. (2017); TEIXEIRA et al. (2018); EYLENBOSCH et al. (2018); MUNERA et al. 

(2018).  



23 
 

Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver modelos de 

calibração multivariada para determinação, por NIRS, da atividade antioxidante e 

composição fenólica de amostras de própolis oriundas do estado do Paraná e Santa 

Catarina. Além deste, com base nos valores obtidos em laboratório, desenvolver e 

validar uma metodologia por CLAE-DAD (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

com Detector de Arranjo de Diodos) para a identificação e quantificação dos 

principais ácidos fenólicos e flavonoides encontrados em própolis.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Desenvolver modelos de calibração multivariada robustos e com capacidade 

de predizer a atividade antioxidante de amostras de própolis brutas, maceradas, 

EEP (extrato etanólico de própolis) e EEPC (extrato etanólico de própolis 

concentrada) oriundas dos estados do Paraná e Santa Catarina. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Determinar a atividade antioxidante dos extratos de própolis pelos métodos de 

captura dos radicais livres ABTS (ácido 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-

ácido sulfônico), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina) e redução do Fe+3 a Fe+2 

(FRAP). 

 Determinar o teor de compostos fenólicos e flavonoides totais dos extratos de 

própolis por meio de espectroscopia UV/visível. 

 Otimizar uma metodologia para CLAE-DAD para identificar e quantificar por 

CLAE-DAD os principais ácidos fenólicos e flavonoides encontrados nas 

amostras de própolis. 

 Determinar se a NIR (Near InfraRed) associada à quimiometria pode ser 

empregada na caracterização de amostras de própolis. 

  Desenvolver modelos de calibração multivariada utilizando NIR e PLS (Partial 

Least Squares) e pré-tratamentos espectrais que possuam a capacidade de 

predizer atividade antioxidante de amostras in natura, trituradas, EEP (Extrato 

etanólico de própolis) e EEPC (Extrato etanólico de própolis concentrada ou 

extrato concentrado de própolis).  

 Avaliar os modelos levando em consideração os parâmetros R² (Coeficiente 

de Determinação), RMSEC (Root mean square error of calibration), RMSECV 
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(Root mean square error of cross validation), RMSEP (Root mean square 

error of prediction), RMSEE (Root mean square error of estimation), RPD 

(Residual prediction daviation), RER (Range error ratio), RMSEP/RMSECV. 

 Avaliar se o tipo da própolis influência nas características espectroscópicas e 

se gera modelos distintos. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 Abelhas 

 

 

O grupo monofilético Aculeata é um dos principais grupos da ordem 

Hymenoptera, nesta ordem estão presentes os insetos cujas fêmeas têm 

modificações em seus ovopositores para ferrões. O grupo Aculeata inclui as 

formigas, vespas e abelhas (VIEIRA, 1986; MUXFELDT, 1987; MICHENER, 2000). 

As abelhas, como a maioria dos outros animais, necessitam ingerir alimentos que 

supram a necessidade de seu organismo como água, vitaminas, sais minerais, 

gorduras, proteínas e carboidratos. Uma colmeia de abelhas consome por ano para 

sustento próprio uma média de 30 Kg de pólen e 90 Kg de mel (MUXFELDT, 1987).   

Desde quando as abelhas e os primeiros humanos começaram a coexistir, o 

maior benefício que elas apresentam é a polinização da vegetação natural às 

abelhas e outros insetos polinizadores atuam diretamente na reprodução da maioria 

das espécies vegetais (MICHENER, 2000), sendo as fêmeas as principais 

polinizadoras, pois utilizam o pólen que recolhem como sua principal fonte de 

proteína e também o utilizam para alimentar suas larvas (VAN'T LEVEN et al., 2005). 

A biodiversidade nos ecossistemas depende diretamente da polinização que as 

abelhas realizam, atuando como ―prestadores de serviço‖, ou seja, a produção 

mundial da agricultura é mantida principalmente por estes insetos. (MICHENER, 

2000; GARÓFALO, 2004; GREENLEAF, KREMEN, 2006; WINFREE et al., 2011).  

Apesar de essencial, a atividade das abelhas está sendo atualmente 

ameaçada pelo uso indiscriminado de inseticidas, e a degradação dos ecossistemas, 

a fragmentação de habitats, o esgotamento de espécies de plantas e o aquecimento 

global são fatores que podem levar a extinção das abelhas. (MICHENER, 2000; 

COULIBALY et al., 2016; MADRAS-MAJEWSKA; MAJEWSKI, 2016). Em casos de 

extinção a humanidade pode esperar o declínio de plantas e animais, suscitando em 

mudanças nas funções dos ecossistemas e, portanto, em suas paisagens. A 

apicultura surge neste cenário como uma forma de prevenir estes problemas 

(KEVAN; VIANA, 2003; LIMA; ROCHA, 2012). 
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3.2 Apicultura no Brasil 

 

 

O primeiro registro da apicultura em nosso país ocorreu em 1839 e está 

vinculado ao padre Antônio Carneiro, que trouxe um pequeno número de colônias de 

abelhas Apis mellifera da região do Porto em Portugal para o Rio de Janeiro. A partir 

desta data, por meio dos imigrantes europeus, novas espécies de abelhas foram 

introduzidas principalmente nas regiões Sul e Sudeste (NOGUEIRA-NETO, 1972; 

EMBRAPA, 2015). A apicultura brasileira foi modificada a partir de 1956, de forma 

acidental as abelhas africanas (Apis mellifera scutellata) escaparam de um apiário e 

passaram a acasalar com as abelhas da raça europeia, dando origem às abelhas 

africanizadas que conhecemos hoje.  

Após a disseminação desta nova espécie de abelhas verificou-se que as 

mesmas eram muito agressivas, o que causou um grande problema para os 

apicultores, ocasionando inclusive mortes de dezenas de pessoas e animais. Por 

isso, muitos apicultores resolveram exterminar estas abelhas e abandonar a 

atividade apícola (EMBRAPA, 2015). 

Ainda segundo VIEIRA (1986), alguns técnicos, apicultores e outras pessoas 

não atentavam às abelhas africanas como uma ameaça e sim como uma grande 

possibilidade de serem empregadas em apiários graças aos estudos do Dr. Warwick 

Kerr. O Dr. Kerr comprovou que a produção de mel pelas abelhas africanas era 

muito superior a das europeias e com o passar do tempo, novas técnicas de manejo 

foram sendo desenvolvidas, possibilitando aos apicultores maior controle sobre 

estas abelhas e a partir da década de 70 passaram a dominar a apicultura nacional 

(PARANI, 1993). 

O Brasil é um país muito vasto e apresenta por esta razão regiões 

geográficas distintas e uma flora e clima muito variado. Estes fatores proporcionam 

ao nosso país elevado potencial apícola, pois permite aos produtores colherem mel 

durante o ano todo (MARCHINI, 2004; LOPES et al., 2016). Em 2009, o Brasil 

ocupava o 9º lugar mundial na produção de mel, produzindo cerca de 38.764 t. 

Neste mesmo ano a China liderou com 367.219 t de mel produzidas, seguida da 

Turquia e Argentina, 82.003 e 81.000 t, respectivamente (SEBRAE, 2011). O cenário 

brasileiro na apicultura é muito promissor e a tendência do setor é o crescimento, o 

que por sua vez motiva os apicultores a expandirem a produção aumentando assim 
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seus lucros (MARTINEZ et al., 2012). Dentre os produtos que as abelhas fornecem 

destacam-se o mel, cera, geleia real e a própolis (YILMAZ, 2016; BARGAŃSKA; 

ŚLEBIODA; NAMIEŚNIK, 2016). 

 

 

3.3 Própolis 

 

 

Própolis é uma palavra de origem grega que possui como significado ―pro‖ 

que representa ―em defesa de‖, e ―polis” que quer dizer ―cidade‖. Ou seja, é 

entendida como ―defesa da cidade‖ ou ―defesa da colmeia‖, quando utilizada pelas 

abelhas (SALATINO et al., 2005). 

A própolis pode ser utilizada em uma colmeia para diversos fins, como 

preencher fendas (BARTH, 2004; SALATINO et al., 2005; JUNIOR et al., 2006), 

manter a temperatura da colônia em torno de 35°C (SALATINO et al., 2005), 

embalsamar predadores (BARTH, 2004; JUNIOR et al., 2006) de modo que isso 

evite a sua decomposição, bem como função antisséptica, que protege a colônia de 

possíveis doenças (SALATINO et al., 2005; SAHINLER; KAFTANOGLU, 2005; 

JUNIOR et al., 2006).  

A própolis, atualmente, vem sendo fortemente comercializada pela indústria 

farmacêutica assim como por lojas de produtos naturais (BANSKOTA; TEZUKA; 

KADOTA, 2001) para diversos usos farmacológicos. Contudo, o cenário não era 

este, uma vez que a mesma era vista como um subproduto indesejado, uma vez que 

não apresentava valor no mercado e sua produção demandava o tempo utilizado 

pelas abelhas em que poderiam estar produzindo o mel. Em meados dos anos 80, 

quando a popularidade da própolis começou a aumentar devido ao seu uso na 

medicina complementar e alternativa, está se tornou também uma nova opção aos 

produtores. Atualmente muitos produtores têm nesse produto sua principal fonte de 

renda (SALATINO et al., 2005).  

Em sua composição química apresenta resina vegetal, cera de abelha e 

secreções das glândulas de cabeças de operárias (BARTH, 2004; SALATINO et al., 

2005; JUNIOR et al., 2006), além de diversos compostos químicos já identificados 

(BANKOVA; DE CASTRO; MARCUCCI, 2000; DE CASTRO, 2001) como os 

flavonoides (pinobanksina, kanferol, apigenina, pinocembrina, pinobanksina-3-
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acetato, crisina (PARK et al., 2002), daidzeina, quercitina, formononetina (CABRAL 

et al., 2009) naringenin, genisteína, kaempferol, apigenina, pinocembrina, galangina, 

acacetina (VOLPI; BERGONZINI, 2006) ácidos fenólicos como ácido cumárico, ácido 

ferrúlico (PARK et al., 2002), ácido cafeico, ácido 3,4-dimetoxicinâmico, ácido 

cinamilidenoacético (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004), cetonas, assim 

como óleos voláteis, ácidos aromáticos, ceras, resinas, bálsamo e polén 

(CASTALDO; CAPASSO, 2002, PIETTA; GARDANA; PIETTA, 2002; JUNIOR et al., 

2006).  

Conforme Bankova; de Castro; Marcucci (2000) e Kumazawa; Hamasaka; 

Nakayama (2004), a composição química da própolis pode variar, pois é 

determinada principalmente, pelas características da vegetação existente ao redor 

da localização da colmeia, do clima e de sua localização geográfica (onde estão 

inseridas as colmeias).  

A própolis tem despertado o interesse dos pesquisadores nas últimas 

décadas devido as suas propriedades biológicas e farmacológicas, como 

imunoreguladores, antitumoral, antimicrobiana, antisséptica (SALATINO et al., 

2005), anti-inflamatória, antioxidantes, (BANKOVA; DE CASTRO; MARCUCCI, 2000; 

PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000; ALENCAR et al., 2007; SFORCIN, 2007; 

OLDONI et al., 2015) hipotensiva, cicatrizante e anestésica (PARK et al., 2002; 

JUNIOR et al., 2006).  

A classificação da própolis pode ser feita por meio de suas características 

físico-químicas e propriedades biológicas, tais como a cor (PARK; IKEGAKI; 

ALENCAR, 2000) e a textura, que variam de friável e dura até elástica e gomosa 

(SALATINO et al., 2005).  

Simões; Araújo; Araújo (2008) avaliaram extratos de própolis frente aos 

microrganismos presentes na saliva de humanos e obtiveram como resposta a 

mesma ação farmacológica em comparação aos antissépticos industrializados 

testados. Segundo Corrêa et al. (2017), o extrato de própolis vermelha brasileira 

apresenta um efeito positivo no processo de cicatrização de feridas em ratos. 

Cavalcante et al. (2011) encontraram, efeitos protetivos da própolis verde 

sobre a carcinogênese lingual de ratos. Park et al. (2000) utilizando extratos de 

própolis coletadas em diferentes regiões do Brasil estudaram a citotoxicidade e 

atividade anti-HIV de 12 grupos distintos de própolis, sendo que dois desses grupos 
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apresentaram alta capacidade de destruir células por meio de substâncias nocivas e 

outros dois demonstraram atividade anti-HIV. 

 

 

3.4 Atividade antioxidante 

 

 

 Antioxidantes são compostos que combatem o dano oxidativo, ou seja, 

eliminam as reações que ocorrem devido à ação dos radicais livres (KUMAR, 2015). 

Ou ainda, é qualquer substância que quando em menor concentração comparado a 

um substrato oxidável, retarda ou inibi a oxidação desse substrato (HALLIWEL; 

GUTTERRIDGE, 1990).  Os radicais livres são por definição moléculas orgânicas e 

inorgânicas que contêm um ou mais elétrons não pareados, o que os torna 

moléculas altamente instáveis, muito reativas e com meia vida curta (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; BIANCHI; ANTUNES, 1999). Ocorrem de maneira natural nos 

organismos vivos, sendo produzidos durante o metabolismo celular aeróbio. 

 Os antioxidantes podem ser classificados como primários ou secundários, 

sendo os primários aqueles que neutralizam os radicais livres pela doação de um 

átomo de hidrogênio ou por um mecanismo de transferência eletrônica. São 

exemplos destes, os antioxidantes sintéticos como o BHA (mistura de 2-terc-butil-4-

hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol), BHT (hidroxitolueno) e TBHQ (terc butil 

hidroquinona), amplamente utilizados em indústrias alimentícias, com a finalidade de 

retardar a oxidação nos alimentos (SHAHIDI, 2015). 

A atividade antioxidante vem sendo relatada por muitos pesquisadores em 

diversas matrizes como frutas, plantas e diversos alimentos (YAO et al., 2016; 

KUMARI; MADHUJITH; CHANDRASEKARA, 2016; CARABAJAL; ISLA; ZAMPINI, 

2016; MAMILLA; MISHRA, 2017; WU; HUANG, 2017; LI et al., 2017) e pode ser 

associada a uma classe de compostos químicos que possuem uma grande 

capacidade de sequestrar radicais livres, denominados compostos fenólicos.  

 

 

3.4.1 Compostos Fenólicos 
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 Os compostos fenólicos possuem sua estrutura química hidroxilas e anéis 

aromáticos, isso confere a estes o potencial antioxidante (ANGELO; JORGE, 2007). 

São objetos de estudo para muitos pesquisadores na área da medicina como 

mecanismo para tratar doenças (SOARES, 2002). 

 Os compostos fenólicos como antioxidantes param as reações ocasionadas 

por radicais livres, e às vezes atuam também como quelantes de metais, os 

derivados dos ácidos fenólicos também são muito eficazes para inibirem processos 

de auto oxidação (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Atuam na etapa de 

iniciação e nas etapas posteriores de propagação dos processos oxidativos 

(SOARES, 2002), podem ser classificados através da sua estrutura (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Classificação dos compostos fenólicos 

Estrutura Classe 

C6 Fenólicos simples 
C6 – C1 Ácidos fenólicos e compostos relacionados 
C6 – C2 Acetofenonas e ácidos fenilacéticos 

C6 – C3 Ácidos cinâmicos, aldeídos de cinamilo, 
álcoois cinamílicos, cumarinas, isocromarinas 

e cromonas 
C15 Chalconas, auronas, dihidrochalconas, 

flavans, flavonas, flavanonas, flavanoides, 
antocianidinas e antocianinas 

C30 Biflavonilos 
C6 – C1 – C6, C6 – C2 – C6 Benzofenonas, xantonas e estilbenos 

C6, C10, C14 Quinonas 

C18 Betacianidinas 
Lignanas, neolignanas Dímeros ou oligômeros 

Ligninas Polímeros 

Taninos Oligômeros ou polímeros 
Flobafenos Polímeros 

Fonte: VERMERRIS; NICHOLSON (2008). 

 

 

Segundo Gülçin (2012), os ácidos fenólicos são derivados hidroxilados de 

ácidos carboxílicos aromáticos de dois grupos principais: ácido hidroxibenzoico e do 

ácido hidroxicinâmico, ácidos presentes em todo o reino vegetal (SARIKAYA; 

GÜLÇIN; SUPURAN, 2010). Os ácidos hidroxibenzóicos (Figura 1 - A) têm em sua 

estrutura um núcleo comum de C6 – C1, já os ácidos hidroxicinâmicos (Figura 1 - B) 

são compostos aromáticos com três carbonos que formam uma cadeia lateral de C6-

C3 (BRAVO, 1998; ANGELO; JORGE, 2007).  
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Figura 1 - Estrutura química dos ácidos hidroxibenzóicos (A) e hidroxicinâmicos (B) 

 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Por meio do radical substituinte e posição destes radicais é possível 

caracterizar diferentes ácidos fenólicos derivados dos ácidos hidroxibenzóicos e 

hidroxicinâmicos (Tabela 2): 

 

Tabela 2 - Radicais R1 e R2 e suas respectivas moléculas para os ácidos 

hidroxibenzóicos e hidroxicinâmicos. 

Hidroxibenzóicos 

Radical Molécula 

R1 R2  

H H ácido p-hidroxibenzóico 

OH H ácido protocatecuíco 

OCH3 H ácido vanílico 

OCH3 OCH3 ácido siríngico 
Hidroxicinâmicos 

H H ácido p-cumárico 
OH H ácido cafeico 

OCH3 H ácido ferúlico 

Fonte: ANGELO; JORGE (2007). 

 

Segundo Gülçin (2012), a atividade antioxidante dos ácidos fenólicos e de 

seus derivados depende da posição, do número dos grupos hidroxila ligados ao anel 

aromático, do local da ligação e do tipo de substituinte. Estes últimos modulam a 

propriedade antioxidante, no que diz respeito à capacidade que os substituintes têm 

de doar hidrogênio.  

 

 

3.4.2 Flavonoides 
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Os flavonoides pertencem à classe dos polifenóis, e possuem em sua 

estrutura um núcleo básico de C6-C3-C6, no grupo dos flavonoides encontram-se as 

antocianidinas, flavonas, flavanóis, auronas, chalconas, isoflavonas (SOARES, 

2002), flavanonas, flavanonóis, leucoantocianidinas, desoxiantocianidinas e 

antocianinas (VERMERRIS; NICHOLSON, 2008). 

A estrutura química dos flavonoides consiste em três anéis, o anel A e B são 

anéis aromáticos, estes são unidos pelo anel C heterocíclico (Figura 2). O anel A é 

derivado do ciclo do acetato ou malonato, já o anel B é derivado da fenilalanina. 

Quando os anéis A e B são substituídos por oxigenação, alquilação, glicosilação, 

acilação ou sulfação, diferentes compostos dentro da classe flavonoides são 

formados (Tabela 3).  Quando o anel C é substituído surgem os flavonóis, flavonas, 

flavanonas, catequinas, isoflavonas e antocianidinas (HOLLMAN; KATAN, 1999; 

ANGELO; JORGE; 2007). 

 

Figura 2 - Estrutura química dos flavonoides 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 3 - Radicais e suas respectivas moléculas derivadas dos flavonoides 
Radical Molécula 

R1 R2 R3 R4 R5  

H H H OH H Apigenina 
H H H H H Crisina 

OH H OH OH H Quercetina 
OH H OH OH OH Miricetina 
OH H H OH H Kaempferol 

Fonte: GÜLÇIN (2012). 

 

A atividade antioxidante e biológica dos flavonoides está relacionada à sua 

estrutura química e dependem desta, principalmente devido a três características 

principais (Figura 3): 1ª) presença de catecol no anel B; 2ª) a ligação dupla 2,3 

conjugada com a função 4-oxo de um grupo carbonil do anel C e 3ª) presença de 
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hidroxilas nas posições 3 e 5. A quercetina possui todas essas características e por 

isso possui um grande potencial antioxidante. Vale destacar também que o potencial 

antioxidante aumente de maneira expressiva quando existe um grupo OH na 

posição 5’ do anel B (GÜLÇIN, 2012).  

 

Figura 3 - Características estruturais dos flavonoides conferindo máxima atividade 

antioxidante (fórmula estrutural da quercetina) 

 
Fonte: Autoria própria. 

 

 

3.4.3 Determinação da atividade antioxidante in vitro 

 

 

 Os métodos empregados na determinação da capacidade antioxidante 

diferem em suas reações, mecanismo alvo, substância alvo e condições de análise. 

São duas as abordagens para a verificação da atividade antioxidante: 1) ensaios de 

inibição em que a eliminação pelo hidrogênio ou a doação de elétrons de um radical 

livre pré-formado é o marcador da atividade antioxidante e 2) ensaios envolvendo a 

presença de sistemas antioxidantes durante a geração de radicais. Diversos ensaios 

in vitro são empregados para se avaliar a capacidade antioxidante, dentre estes 

destacam-se os métodos de captura dos radicais ABTS e DPPH, poder redutor do 

ferro (FRAP) e capacidade de absorção de radicais oxigênio (ORAC) são utilizados 

para determinar a atividade antioxidante em diversas matrizes (KUMAR, 2015). 

 Os métodos para a determinação da atividade antioxidante podem ser 

divididos em mecanismo de reação em HAT (Hydrogen Atom Transfer) e SET 

(Single Electron Transfer) (HUANG; OU; PRIOR, 2005; GÜLÇIN, 2012). 

 Para a correta mensuração da atividade antioxidante de certa matriz, é 

necessário verificar se os ensaios selecionados são adequados para a matriz em 

estudo, pois a atividade antioxidante depende da hidro ou lipofilicidade do 
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antioxidante, concentração da matriz, solvente utilizado e forma de preparação. 

Algumas matrizes complexas podem apresentar interações sinérgicas entre seus 

componentes (KOLEVA et al., 2002; KUMAR, 2015). 

 

 

3.4.3.1 Captura do radical DPPH 

 

 

 O método do radical orgânico DPPH é amplamente utilizado na determinação 

da atividade antioxidante de diversos compostos. Este ensaio utiliza um radical 

orgânico DPPH dissolvido em solventes orgânicos, principalmente etanol e metanol, 

e é baseado da descoloração da solução. O grau da descoloração indica o potencial 

antioxidante da amostra (KUMAR, 2015) e o mecanismo de reação envolvido é a 

transferência de átomos de hidrogênio ou elétrons para este radical a fim de 

estabilizá-lo (HUANG; OU; PRIOR, 2005). O radical DPPH possui uma absorção 

característica em 515 nm, e quanto menor esta absorção maior a capacidade que a 

amostra tem em capturar o DPPH. A Figura 4 ilustra o que ocorre com este radical 

na presença de um antioxidante (KUMAR, 2015). 

 

Figura 4 - Reação entre o radical livre DPPH e um antioxidante para a formação do 

DPPH 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fonte: Adaptado de KUMAR (2015). 

 

 

3.4.3.2 Captura do radical ABTS 
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A metodologia de captura do radical ABTS também é muito utilizada para se 

quantificar a atividade antioxidante. Neste ensaio, o ABTS é oxidado por agentes 

oxidantes para o seu cátion radicalar ABTS●+, o radical é colorido e a capacidade 

antioxidante é medida como a capacidade dos compostos da matriz em diminuir a 

cor em uma reação direta como o radical ABTS. O radical ABTS se aplica tanto para 

compostos lipofílicos quanto hidrofílicos, e são mais reativos do que os radicais 

DPPH.  

As reações com ABTS envolvem tanto HAT quanto SET. O radical ABTS é 

gerado normalmente pela reação com K2S2O8 (Persulfato de Potássio) (Figura 5) e a 

determinação do radical é feita em 734 nm, pois neste comprimento de onda as 

interferências de outros componentes absorventes e da turbidez da amostra é 

minimizado. A absorbância da amostra na quantificação é proporcional ao radical 

ABTS●+ restante (GÜLÇIN, 2012). 

 

Figura 5 - Oxidação do ABTS com persulfato de potássio para a geração do radical 

ABTS●+ 

 
Fonte: Adaptado de GÜLÇIN (2012). 

   

 A Figura 6 mostra a reação do radical ABTS com um antioxidante (AOH), 

após a reação o ABTS torna-se então incolor. 

 

Figura 6 - Reação do radical ABTS com um antioxidante (AOH) 

 

 ABTS+ (verde – λmáx = 734 nm)   ABTS (incolor) 

Fonte: Adaptado de Oliveira (2011). 
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3.4.3.3 Poder de redução do ferro – FRAP 

 

 

A atividade antioxidante também é quantificada utilizando o método de FRAP, 

nesta metodologia não estão envolvidos radicais livres, mas a redução do ferro 

férrico (Fe3+) para ferro ferroso (Fe2+). Íons ferrosos são encontrados em alimentos e 

são conhecidos como pró-oxidantes eficazes devido a sua alta reatividade. A 

metodologia de FRAP é realizada para determinar a capacidade de uma substância 

em se ligar ao íon ferroso da oxidação. O método FRAP baseia-se na redução de 

Fe3+ no complexo de TPTZ a Fe2+ no complexo de TPTZ (intensamente azul) por 

antioxidantes (Figura 7). O complexo Fe2+-TPTZ tem uma absorção em 562 nm 

(KUMAR, 2015). 

 

Figura 7 - Reação do complexo de Fe3+-TPTZ para Fe2+-TPTZ 

 
  Fe+3 – TPTZ      Fe+2 – TPTZ 

Fonte: Adaptado de GÜLÇIN (2012). 

 

 

3.4.3.4 Compostos fenólicos totais 

  

 

Os compostos fenólicos também são quantificados por análises in vitro, o 

ensaio mais utilizado na literatura é baseado na capacidade de redução do reagente 

de Folin-Ciocalteu. Singlenton et al. (1999) foram os precursores deste método que 

consiste na transferência de elétrons de compostos fenólicos para o reagente Folin-

Ciocalteu em meio alcalino (GÜLÇIN, 2012). 

O reagente de Folin-Ciocalteu constitui na mistura de ácidos de molibdênio 

(estado de oxidação VI) e tungstênio, conferindo a cor amarela no complexo de 
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Na2MoO4.2H2O. A reação dos compostos fenólicos pode ser mensurada pela 

mundaça da cor, quantificado espectrofotometricamente, pois na presença de 

agentes redutores que são os compostos fenólicos, forma-se complexos de 

molibdênio-tungstênio azuis [(PMoW11O4)
4-] (OLIVEIRA, 2011). 

 A Figura 8 mostra a reação do ácido gálico que é um ácido fenólico com o 

molibdênio VI, o que leva a formação de molibdênio V que pode ser mensurado por 

espectrofotômetro. 

 

Figura 8 - Reação do ácido gálico com molibdênio VI 

 
Fonte: Adaptado de Oliveira (2011). 

 

 

3.4.3.5 Teor de Flavonoides 

 

 

Os flavonoides também são quantificados em análises in vitro, a 

espectroscopia de absorção de luz na região do ultravioleta-visível (UV-Vis) é a 

principal técnica empregada. A complexação destes com metais principalmente com 

íon Al3+ é muito utilizada (Figura 9) (POZZI, 2007). É relatado ainda que os ensaios 

in vitro mostram que a atividade antioxidante dos flavonoides é superior à das 

vitaminas E e C (RICE-EVANS et al., 1996; NEVES; ALENCAR; CARPES, 2009). 
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Figura 9 - Reação entre um flavonoide e Al(III) 

 
Fonte: Adaptado de ASSIMOS (2014). 

 

 

3.5 Técnicas instrumentais de análise 

 

 

Muitas técnicas instrumentais, cromatográficas, eletroquímicas e 

espectroscópicas, de análise têm sido desenvolvidas e apresentaram grandes 

vantagens sobre as técnicas convencionais (WILLARD et al., 1988; SHARMA, 

2000). As técnicas cromatográficas são utilizadas para separar, identificar e 

quantificar múltiplos compostos em amostras complexas, as técnicas 

espectroscópicas são em sua maioria não destrutivas, rápidas e confiáveis, e 

capazes de medir a quantidade de radiação produzida ou absorvida pelas espécies 

moleculares, por meio das vibrações das ligações químicas. (SETTLE, 1997; 

SKOOG et al., 2014; KUMAR, 2015). Técnicas eletroquímicas fornecem informações 

a respeito da transferência de elétrons através de potenciais químicos, reações 

eletroquímicas como eletrólise, cinética de reações, etc. (SETTLE, 1997; SKOOG et 

al., 2014). 

Estas técnicas coletam uma grande faixa de informação de dados com muita 

facilidade e rapidez (FERREIRA et al., 1999; CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG, 

2014). Os dados obtidos muitas vezes são complexos, possuem inúmeras variáveis 

isso significa, portanto que são dados multivariados e podem ser tratados por 

ferramentas estatísticas aplicadas à área de química (quimiometria) (HOLLER; 

SKOOG; CROUCH, 2009; MILLER; MILLER, 2010). 
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Análises utilizando CLAE permitiu a Kumazawa et al. (2003) determinar a 

origem vegetal da própolis brasileira através de extratos das folhas de Baccharis 

dracunculifolia e da própolis encontrada nas colmeias.  

 

 

3.5.1 NIRS 

 

 

As ondas eletromagnéticas podem interagir com moléculas (por ressonância) 

presentes nos mais diversos meios (HEALD; MARION, 2012; KERKER, 2013), e a 

partir disso muitos tipos de informações podem ser geradas, tudo isso através da 

técnica denominada espectroscopia (PENNER, 2010). A espectroscopia é o estudo 

da interação de ondas com a matéria, ou seja, corresponde ao conjunto de técnicas 

que analisam as substâncias com base na interpretação de espectros de emissão e 

absorção de radiações eletromagnéticas produzidas, com base nas diferentes 

frequências do espectro eletromagnético (SIESLER et al., 2008; SUN, 2009).  

A espectroscopia infravermelha (IV) esta divida em três regiões: o 

infravermelho próximo, o qual compreende a faixa de número de onda de 13330 – 

4000 cm-1, o infravermelho médio (MIR) o qual varia de 4000 – 400 cm-1 e por fim o 

infravermelho distante, o qual abrange a região de 400 – 10 cm-1 (STUART, 2005; 

SIESLER et al., 2008; SUN, 2009). 

O IV emite energia suficiente para excitar transições vibratórias e rotacionais, 

e as maneiras que uma molécula pode vibrar está diretamente relacionado ao 

número de ligações e átomos que contem, e cada molécula possuiu uma absorção 

única, as moléculas só conseguem absorver radiação infravermelha (IV) se esta 

sofrer uma mudança no momento dipolo, se a frequência da radiação emitida 

corresponder à frequência vibracional das moléculas então a radiação será 

absorvida (CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG, 2014). 

Na espectroscopia de IV com transformada de Fourier (FTIV) os dados do IV 

são guiados através de um interferômetro, que realiza a transformada de Fourier, o 

interferômetro consegue gerar padrões de interferência de forma equilibrada, o sinal 

é então medido através do interferograma. Os espectrofotômetros FTIV são muito 

mais baratos e sensíveis que os convencionais porque o interferômetro é um 

componente barato (SUN, 2009).  
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 Na região do NIRS ocorre à absorção de overtones ou combinações de 

vibrações fundamentais de estiramento das moléculas, e os espectros dependem da 

composição química e características físicas destas. As ligações mais comuns são 

de C-H, N-H, O-H e S-H (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; KUMAR; 2015).  

Os overtones no NIRS são formados por bandas de combinação, que são 

excitações dos elétrons aos níveis de energia maiores. O espectro do NIRS contém 

até 4 overtones (SIESLER et al., 2008; SUN, 2009; AGELET; HURBURGH, 2010). 

Em termos do número quântico vibracional (v) os overtones assumem as transições 

de v = 0 para v = 2 (primeiro overtone), v = 0 para v = 3 (segundo overtone) e v = 0 

para v = 4 (terceiro overtone), o quarto overtone é ignorado por ser muito fraco 

(CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG, 2014). 

O equipamento de NIRS é amplamente utilizado em várias indústrias, desde 

agrícolas a petroquímicas, por ser simples, versátil, rápido e acima de tudo não 

destrutivo. Um equipamento de NIRS consegue verificar n constituintes e de maneira 

mais eficaz quantificar estes constituintes de uma matriz de forma simultânea, e as 

matrizes na maioria dos casos não querem uma preparação (SUN, 2009; HOLLER; 

SKOOG; CROUCH, 2009; CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG, 2014). Muitos 

trabalhos na literatura também mostram o NIRS como uma poderosa ferramenta 

analítica (HOGENDOORN; SOMMEIJER; VREDENBREGT, 2013; GONZÁLEZ-

MARTIN et al., 2015; VENEGAS et al., 2016; YE et al., 2016). 

Cai et al. (2012), utilizou NIRS para identificação da origem geográfica e 

determinação do conteúdo de flavonoides de própolis de origem chinesa. Venegas 

et al. (2016) estudou um novo método utilizando NIRS para determinação de éster 

fenetílico de ácido cafeico (CAPE) e atividade antioxidante de amostras de própolis. 

O NIR também foi utilizado por Hogendoorn; Sommeijer; Vredenbregt (2013) como 

um método alternativo para medir o teor de cera de abelha presentes na própolis 

dos Países baixos, chegando à conclusão de que este método pode também servir 

para a desparafinação de própolis bruto antes do isolamento de compostos 

biologicamente ativos a serem utilizados em medicamentos.  

A espectroscopia de infravermelho próximo com transformada de Fourier 

(FTNIR) e a quimiometria andam lado a lado, pois os espectros gerados possuem 

muita informação e são muito complexos na maioria dos casos, tornando a análises 

destes muito complicada. A aplicação de técnicas matemáticas e estatísticas 

associada à computação sobre estes dados (quimiometria), conseguem absorver as 
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informações essências contidos nos espectros (SOUZA et al., 2013). Através de 

técnicas de analises multivariadas de calibração como regressão por PLS, modelos 

podem ser construídos para os mais diversos fins, pois estes métodos são 

essências para o NIRS (BALABIN; SAFIEVA; LOMAKINA, 2007). 

 

 

3.6 Quimiometria e a analise multivariada 

 

 

 A quimiometria se ocupa em utilizar ferramentas estatísticas, matemáticas e 

outras, para o tratamento de dados de origem química ou não, na grande maioria 

dos casos dados multivariados, através da interpretação do que realmente é 

significativo e importante (TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT, 2007; REINHOLDS et 

al., 2015). Com o avanço da tecnologia, cada vez mais softwares matemáticos e 

estatísticos surgem como poderosas ferramentas, estas ferramentas são capazes de 

otimizar experimentos, reconhecer padrões, desenvolver modelos de classificação, 

realizar calibração multivariada e até mesmo processar imagens (VALDERRAMA et 

al., 2016). 

 Técnicas matemáticas de regressão ajudam no tratamento dos dados obtidos, 

pois, o maior problema dos dados multivariados é o seu peso, como se sabe isso 

pode tornar difícil à interpretação dos resultados. Desta forma os métodos a que se 

aplica a análise multivariada servem para reduzir o número de variáveis e até 

mesmo dos próprios dados (VARMUZA; FILMOSER, 2016). Como exemplo ACP 

(Análise de Componentes Principais), HCA (Análise Hierárquica de Cluster), KNN 

(K-vizinhos Mais Próximos), MLR (Regressão Liner Múltipla), PCR )Regressão de 

Componentes Principais), PLS entre outros (MILLER; MILLER, 2010). 

 

 

3.6.1 Regressão por mínimos quadrados parciais (PLS) 

 

 

 A PLS é uma poderosa ferramenta, que visa utilizar combinações lineares das 

variáveis que predizem a análise, em vez de usar as variáveis originais (VARMUZA; 

FILMOSER, 2016). Na PLS as variáveis que apresentam maior correlação com as 
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variáveis de resposta são atribuídas maior peso, pois segundo o modelo elas serão 

mais eficazes na previsão. A PCR, diferentemente escolhe os componentes 

principais com base nos que descrevem a maior variação possível, independente da 

força e relação que os preditores têm com as variáveis respostas. Nestas 

combinações lineares são escolhidas variáveis preditores altamente correlacionadas 

com as variáveis respostas (MILLER; MILLER, 2010). Como o objetivo da análise 

multivariada é redução de dados e variáveis, espera-se através da PLS reduzir estes 

parâmetros, ou seja, espera-se que apenas algumas combinações lineares das 

variáveis preditoras sejam capazes de descrever a maior parte da variação dos 

modelos (SOUZA et al., 2013). 

 A PLS descreve uma relação entre duas tabelas de dados através de 

matrizes, onde X são as variáveis independentes (normalmente X representa dados 

espectrais ou cromatográficos), e Y representa as variáveis independentes (valores 

quantitativos das mais diversas análises. Como sabemos os dados obtidos são 

expressos através de uma matriz, e o método PLS faz a decomposição desta matriz 

de dados (X), isso é possível graças à soma das variáveis matrizes (M), a matriz de 

dados é adicionada a matriz de resíduos (E), estas relações são dadas através da 

equação 1 (KONZEN, et al., 2003; TRYGG; HOLMES; LUNDSTEDT, 2007; SOUZA 

et al., 2013): 

 

X = M1 + M2 + M3 +...+ Mn + E   (equação 1) 

 

 Onde n significa o número de variáveis latentes (VL) que são as componentes 

principais, as VL servem para retirar a igualdade, e E é a matriz dos resíduos que 

também está diretamente relacionada às VL (FERREIRA et al., 1999; KONZEN, et 

al., 2003) 

Segungo KONZEN et al. (2003), todas as matrizes Mn (componentes 

principais ou VL), são formadas pelos produtos dos vetores T e P (scores e os 

pesos): 

 

X = TPT + E     (equação 2) 

Y = UQT + F     (equação 3) 
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Nas equações 2 e 3, T e U são os scores de X e Y, e P e Q são os pesos 

respectivamente, E e F são as matrizes dos resíduos (WOLD; SJÖSTRÖM; 

ERIKSSON, 2001; SOUZA et al., 2013). O T sobreescrito: ―T‖ significa a transposição 

de uma matriz, ou seja, matriz transposta (ANTON; RORRES, 2001; MEYER, 2000). 

A equação 4 descreve uma relação linear entre as matrizes de dados X e Y, 

através da correlação entre os scores de cada bloco. Na equação 4 U é a matriz que 

contém as variáveis dependentes de todos os dados amostrais, ―b‖ e ―e‖ são 

vetores, o primeiro contém os parâmetros do modelo, já o segundo representa o 

ruído do espectro e os erros associados a este, e T é a matriz de resposta 

(KONZEN, et al., 2003). 

 

U = bT + e     (equação 4) 

 

Os modelos de calibração multivariados após determinados podem prever 

novas propriedades analíticas de um novo conjunto amostral, no caso do NIR com 

base em seus sinais espectrais (SOUZA et al., 2013). Os modelos de calibração 

devem ser avaliados para que realmente apresentem certa confiabilidade e validade, 

isto se dá através da verificação de alguns parâmetros como coeficiente de 

correlação R2, erros padrões de calibração, validação, predição externa e interna 

cruzada (FERREIRA et al., 1999; KONZEN, et al., 2003). 

 

 

3.6.2 Pré-tratamento Espectral 

  

 

 Devido aos espectros gerarem um grande número de informações, muitas 

delas às vezes não são relevantes para a construção dos modelos de calibração, e 

não estão relacionadas às informações que realmente representam a amostras. 

Deste modo, faz-se necessário um polimento (pré-processamento) dos dados 

espectroscópicos para a construção dos modelos (RINNAN; VAN DEN BERG; 

ENGELSEN, 2009; SOUZA; POPPI, 2012; SOUZA et al., 2013). 

Um exemplo de pré-processamento é centrado na média (equação 5). Centrar 

os dados na média (CM) significa aplicar a seguinte equação:  
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xij(centrado na média) = xij(original) – xij(média) (equação 5) 

 

 Ou seja, calcula-se a média das intensidades para cada comprimento de onda 

e faz a subtração de cada intensidade original pela média. Isso faz com que cada 

variável tenha média zero, desta maneira é possível perceber as diferenças nas 

intensidades relativas das variáveis (SOUZA; POPPI, 2012). 

 

 

3.6.3 Validação 

 

 

Após o desenvolvimento dos modelos de calibração multivariada, é 

necessário verificar a validação destes, pois os modelos podem não ser verdadeiros 

no que se diz respeito a sua capacidade de previsão, podendo ainda ser 

superajustados. Portanto alguns parâmetros podem ser verificados para atestar a 

qualidade dos modelos desenvolvidos. 

 Os principais parâmetros para verificar a qualidade dos modelos são RPD, 

SEP (erro padrão de desempenho), RMSECV a eliminação de outliers (dados que 

apresentam uma grande diferença entre seus valores e os valores do conjunto 

amostral) é um fator que pode melhorar a precisão das curvas (WILLIAMS; NORRIS, 

2001; KUMAR, 2015). A Tabela 4 mostra os principais parâmetros de controle de 

qualidade dos modelos bem como seus valores. 

O R2 é capaz de mostrar a variância nos dados de referência, ou seja, 

expressa a capacidade de previsão do modelo, o que se explica através da variância 

nos dados previstos (KUMAR, 2015). Entretanto deve-se avaliar um modelo num 

todo, levando em consideração não somente um, mas vários parâmetros de 

validação e calibração. 

O RMSECV consegue nos informar um erro de previsão do modelo de 

calibração, e este deve ser selecionado visando sempre à redução do valor de 

RMSECV, isso quando a validação cruzada for empregada (SINELLI et al., 2008). O 

RMSECV expressa o desvio padrão entre os valores do conjunto amostral da 

validação cruzada e os dados espectrais obtidos (KUMAR, 2015). 
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Tabela 4 - Parâmetros de qualidade dos modelos de NIRS 
Parâmetro Valores Qualidade dos modelos Referencia 

R² > 0,83 Boa robustez da predição ELFADL; REINBRECHT; CLAUPEIN, 2010 

RPD 1,5 a 2 

 

 

Modelo discrimina dos menores 

aos maiores valores das 

variáveis respostas 

WILLIAMS; NORRIS, 2001; KUMAR, 2015 

2,5 a 3 Boa precisão de predição 

> 3 Excelente precisão de predição 

RER >10 Boa estimativa de previsão PÁSCOA; MAGALHÃES; LOPES, 2013 

RMSEP/RMSECV ≈ 1 Robustez LI et al., 2011 

 < 1,2 Robustez LU et al., 2014; WANG et al. 2017; ALVES 

et al. 2012 

RMSEP Quanto mais baixo melhor Erro de análise de validação CONZEN, 2006 

RMSEC Quanto mais baixo melhor Erro de análise da calibração OLIVEIRA; BRAGA; COSTA, 2015 

RMSECV Quanto mais baixo melhor Erro de previsão KUMAR, 2015 

RMSEE Quanto mais baixo melhor Erro de análise da calibração CONZEN, 2006 

 Fonte: Dados da literatura. 

 

Através dos parâmetros de validação e pré-tratamentos espectrais pode-se 

melhorar consideravelmente um modelo de calibração. Porém outros fatores podem 

interferir na precisão dos modelos, como os valores, número de espectros que 

representam o modelo, o equipamento, fatores externos, usuário, número de 

amostras representativas, etc. (WANG et al., 1991; PEIRS et al., 2002). Alguns 

fatores são os que mais influenciam no modelo: quando por algum motivo é 

necessário trabalhar com os modelos de calibração em dois equipamentos 

diferentes, equipamentos diferentes possuem respostas diferentes; a temperatura, 

estabilidade do detector, mudanças de comprimento de onda, interferências 

eletrônicas implicam diretamente nas respostas e quando as amostras provem de 

lotes diferentes (KUMAR, 2015), e se tratando da própolis (objeto de pesquisa deste 

estudo) as condições climáticas e variabilidades sazonais são parâmetros que 

também podem interferir na qualidade dos modelos. 

Para as análises no NIRS apresentarem ainda mais validade é importante 

atestar alguns pontos: 1) Antes do NIRS, métodos como cromatografia (CG ou 

CLAE) devem ser usados, pois geram resultados de referência; 2) As amostras 

normalmente são divididas em dois grupos, 66% das amostras devem constituir o 

conjunto de calibração e 34% devem constituir o conjunto de calibração; 3) Uma 

grande variação da concentração dos analitos garante uma melhor calibração dos 

modelos (KUMAR, 2015); 4) Valores de SEC (standard error of calibration) baixos e 
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R2 altos garantem também modelos muito mais precisos para a calibração (FONT et 

al., 2005).  

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Coleta e preparo das amostras 

 

 

As amostras de própolis foram fornecidas pela empresa Breyer & Cia Ltda, 

localizada na cidade de União da Vitória, Estado do Paraná. Esta empresa 

comercializa produtos apícolas e recebe amostras de diversos estados do país. 

Foram analisadas 33 amostras de própolis, oriundas dos estados do Paraná e Santa 

Catarina (Tabela – 5 e Figura 10). Todas foram recebidas, limpas, maceradas com 

nitrogênio líquido e mantidas sob-refrigeração a -6°C até o momento das análises. 

 

Figura 10 - Localização geográfica das cidades de origem das amostras de própolis 

 

 
Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 5 - Amostras de própolis, cidades e códigos 

Amostras Cidades Código 
1 Campo Largo - PR 1 - CLP 
2 Campo Largo – PR 2 - CLP  
3 Campo Largo – PR 3 - CLP 
4 Campo Largo – PR 4 - CLP  
5 Campo Largo - PR 5 - CLP 
6 Canoinhas - SC 1 - CNS 
7 Canoinhas - SC 2 - CNS 

 8  Canoinhas - SC 3 - CNS 
9 Palmital - PR 1 - PMP 

10 Palmital - PR 2 - PMP 
11 Arapoti - PR 1 - ARP 
12 Arapoti - PR 2 - ARP 
13 General Carneiro – PR 1 - GCP 
14 General Carneiro – PR 2 - GCP 
15 General Carneiro – PR 3 - GCP 
16 General Carneiro – PR 4 - GCP 
17 Prudentópolis - PR 1 - PRP 
18 Prudentópolis - PR 2 - PRP 
19 Prudentópolis - PR 3 - PRP 
20 Mato Rico - PR 1 - MRP 
21 Cruz Machado- PR 1 - COP 
22 Pitanga - PR 1 - PTP 
23 Pitanga - PR 2 - PTP 
24 Pinhão - PR 1 - PNP 
25 Pinhão - PR 2 - PNP 
26 União da Vitória - PR 1 - UVP 
27 União da Vitória - PR 2 - UVP 
28 Três Barras - SC 1 - TBS 
29 Três Barras - SC 2 - TBS 
30 Campo Magro - PR 1 - CMP 
31 Campo Magro - PR 2 - CMP 
32 Santa Terezinha - SC 1 - STS 
33 Santa Terezinha - SC 2 - STS 

Fonte: Autoria própria. 

 

O código empregado na caracterização das amostras significa: primeiro 

número representa a amostra, se uma cidade possui três amostras, cada amostra 

recebe um número em ordem crescente, as duas primeiras letras, representam a 

cidade de origem, e a última letra representa a inicial do estado de origem da 

amostra, P para Paraná e S para Santa Catarina. 

Após a identificação, as amostras foram limpas e fotografadas (Figura 11). As 

variações na coloração variando entre tons de marrom e amarelo, e características 

físicas entre amostras quebradiças e mais resinosas foram verificadas. 
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Figura 11 – Imagens digitais das amostras de própolis bruta analisadas 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

4.2 Preparo do Extrato Etanólico de Própolis (EEP) e Extrato Etanólico de 

Própolis Concentrado (EEPC) 

 

 

A produção do Extrato Etanólico de Própolis (EEP) seguiu a metodologia 

descrita por Oldoni et al. (2015). Foram pesados 4 g de própolis macerada e 

acrescentados 50 mL de etanol:água (80:20 v v-1) e a mistura foi levada ao banho 

térmico a 45°C por 45 min. Os EEP foram concentrados em evaporador rotativo nas 

condições de 120 mbar a 40°C e na sequência, a água residual foi eliminada em 

liofilizador. Após concentração, foram preparados extratos padronizados (1000 mg L-

1) de EEPC. Todos os extratos foram preparados em triplicata. 

As amostras de própolis bruta, macerada, extratos etanólicos e extratos 

concentrados foram avaliados em NIRS para a aquisição dos espectros (Figura 12). 

Todos os extratos etanólicos de própolis foram preparados em triplicata. 
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Figura 12 - Fluxograma do processo de obtenção dos extratos de própolis 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

4.3 Atividade antioxidante utilizando o método de sequestro do radical ABTS 

 

 

A atividade antioxidante pelo método de ABTS segue a metodologia descrita 

por Re et al. (1999) e Rufino et al. (2007). O método consiste na formação do radical 

ABTS através da reação de 7 mmol L-1 de ABTS com persulfato de potássio a 140 

mmol L-1, a mistura permanece no escuro durante um período de 16 horas. O radical 

formado foi diluído com etanol P.A. até obter uma absorbância de 0,700 ± 0,010. A 

reação consiste em 30 µL do EEPC (500 µg mL-1) com 3,0 mL do radical. A 

absorbância foi lida a 734 nm em espectrofotômetro (modelo UV-VIS Lambda 25, 

Perkin Elmer) após 6 min de reação. Utilizou-se etanol como branco e os resultados 

da atividade antioxidante foram expressos como base na curva analítica de Trolox 

em µmol de Trolox por grama de própolis bruta (μmol Trolox g-1).  
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4.4 Atividade antioxidante utilizando o método de sequestro do radical DPPH 

 

 

A atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH foi realizada 

conforme descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), a reação consiste na 

adição de 500 µL do EEPC (250 µg mL-1), 3 mL de etanol P.A e 300 µL da solução 

do radical DPPH 0,5 mmol L-1. A mistura foi mantida no escuro durante 45 min. 

Posteriormente, a absorbância foi medida utilizando um espectrofotômetro (modelo 

UV-VIS Lambda 25, Perkin Elmer) a 517 nm. O etanol P.A. foi utilizado como 

branco. A quantificação foi realizada com base na curva analítica utilizando o Trolox 

como padrão e os valores foram expressos em μmol de Trolox por grama de própolis 

bruta (μmol Trolox g-1). 

 

 

4.5 Atividade antioxidante utilizando o método de redução do ferro (FRAP) 

 

 

  A atividade por FRAP foi inicialmente proposta por Benzie e Strain (1996). A 

metodologia segue Benzie e Strain (1996) e Rufino et al. (2006). O reagente FRAP  

foi obtido a partir da mistura de 25 mL de tampão acetato 0,3 mol L-1, 2,5 mL de uma 

solução de TPTZ 10 mmol L-1 e 2,5 mL de cloreto de ferro (solução aquosa a 20 

mmol L-1). A reação consiste em 100 µL do EEPC (250 µg mL-1) com 3 mL do 

reagente. A mistura foi homogeneizada e mantida em banho termostático a 37°C 

durante 30 min. Na sequência,  a absorbância foi medida em 595 nm em um 

espectrofotômetro (modelo UV-VIS Lambda 25, Perkin Elmer). O reagente FRAP foi 

utilizado como branco e a quantificação realizada por meio da curva de calibração 

preparada com sulfato ferroso e os resultados foram expressos como µmol de Fe+2 

por grama de própolis bruta (μmol Fe2+ g-1). 

 

 

4.6 Teor de compostos fenólicos totais (TCFT) 

 

 

O TCFT foi determinado por meio da metodologia descrita por Singleton et al. 
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(1999) utilizando o reagente  de Folin-Ciocalteau. Em tubos de ensaio foram 

adicionados 500 µL do EEPC (500 µg mL-1), 2,5 mL do regante de Folin-Ciocalteau 

(10%) e 2,0 mL de carbonato de sódio (Na2CO3 4%).  Após a mistura ficar 2 horas 

em ausência de luz, mediu-se a absorbância em um espectrofotômetro (modelo UV-

VIS Lambda 25, Perkin Elmer) a 740 nm. O branco foi realizado utilizando 500 µL de 

água ultra pura com Folin-Ciocalteau e carbonato. Os resultados foram expressos 

em mg EAG g-1, com base na curva de calibração do padrão ácido gálico construída. 

 

 

4.7 Teor de flavonoides totais (TFT) 

 

 

O TFT é determinado através da metodologia proposta por Jurd e Geissman 

(1956) e Park et al. (1995). O método consiste na mistura de 500 µL do EEPC (500 

µg mL-1) em uma série de tubos identificados com e sem cloreto de alumínio. Nos 

tubos que recebem cloreto de alumínio foram adicionados 4,3 mL de etanol:água 

80:20 (v v-1), nos tubos que não recebem cloreto foram adicionados 4,4 mL de 

etanol:água 80:20 (v v-1). Em todos os tubos foi adicionado 100 µL de acetato de 

potássio (CH3COOK 1 mol L-1). O branco foi preparado com 4,9 mL de etanol 80:20 

(v v-1) e 100 µL de acetato de potássio. Após 40 min mediu-se a absorbância em 

espectrofotômetro (modelo UV-VIS Lambda 25, Perkin Elmer) a 415 nm. O TFT 

determinado com base na curva de calibração de quercetina como padrão, os 

resultados foram expressos em mg EQ g-1. 

 

 

4.8 Análise de componentes principais (ACP) 

 

 

Todos os resultados obtidos, por meio das análises químicas ABTS, DPPH, 

FRAP, Fenólicos e Flavonoides e NIRS, foram submetidos à análise multivariada. A 

ACP foi realizada no software Pirouette 4.7 (Infometrix) para examinar a relação 

entre amostras e análise de referência através dos gráficos de pontuações e 

carregamentos. O pré-processamento dos dados utilizados neste estudo foi auto 

escalado (para os espectros de NIR), onde cada variável é centrada na média e 
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dividida pelo seu desvio padrão, e pré-processamento centrado na média (para as 

análises químicas), onde a média de cada coluna é subtraída da própria coluna. 

 

 

4.9 NIRS 

 

 

 Um espectrômetro de NIR com transformada de Fourier da BRUKER MPA foi 

utilizado para a obtenção dos espectros de todas as amostras. Para se obter a 

melhor relação entre as amostras e os espectros faz-se necessário o ajuste do 

equipamento para cada tipo de amostra. Para as amostras sólidas de própolis (bruta 

e macerada) o equipamento foi configurado com resolução de 32 cm-1 com 64 

acumulações, utilizando o suporte para sólidos (copo de quartzo) com rotação. Cada 

amostra de própolis no estado sólido (bruto e macerada) teve seu espectro adquirido 

em triplicata no equipamento. 

Para os extratos da própolis líquidos (EEP e EEPC) o equipamento foi 

configurado com resolução de 8 cm-1 com 32 acumulações, utilizando cubeta de 

quartzo com bomba de sucção como suporte. Para todas as amostras a região 

estudada será entre 13330 – 4000 cm-1. Os extratos líquidos (EEP e EEPC) foram 

produzidos em duplicata os espectros adquiridos em triplicata no equipamento.  

A construção dos modelos de calibração multivariada foi realizada utilizando o 

software Opus 7.2 quant 2 de Bruker (Bremen, Alemanha). A validação dos modelos 

será realizada por validação cruzada leave-one-out e grupo de teste por validação 

interna e externa.  

 

 

4.10 Análise por CLAE-DAD 

 

 

A identificação e quantificação dos ácidos fenólicos e flavonoides nas 

amostras de própolis foi feita utilizando um Cromatógrafo a Líquido VARIAN – 900 

LC acoplado a um detector de arranjo de fotodiodo e uma coluna de fase reversa 

MICROSORB-MV C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 µm). Os padrões utilizados foram: 

ácido cafeico, ácido ferúlico, ácido p-cumárico, ácido trans cinâmico, rutina, 
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quercetina, pinocembrina, crisina, canferol, mangiferina e galangina. As condições 

do equipamento foram: fluxo de 1 mL min-1, temperatura da coluna de 30°C, 

composição da fase móvel: (A) H2O:H3PO4 (99,8:0,2 v v-1); (B) CH3OH (100%) com 

gradiente iniciando com 30% de B, em 15 min 64% de B, 11 min 75% de B, 2 min 

95% de B, 1 min 95% de B, 3 min 30% de B e finalmente 10 min em 30% de B, 

totalizando 42 min de análise. A quantificação foi realizada por padronização externa 

em uma faixa de concentração que variou de 0,5 µg mL-1 a 60 µg mL-1. 

 

 

4.11 Validação de métodos analíticos e cromatográficos 

 

 

4.11.1 Linearidade 

 

 A linearidade foi calculada através da curva de calibração dos padrões 

utilizados. Utilizando como base os valores de coeficiente de determinação e 

correlação. 

 

 

4.11.2 LD e LQ 

 
 

O LD (limite de detecção) foi calculado por meio da curva de calibração com 

auxílio da equação 6 (ARAGÃO; VELOSO; ANDRADE, 2009): 

 

          (equação 6) 

 

Onde s é o desvio padrão da repostas (ou coeficiente linear da equação de 

reta), e a é o coeficiente angular da curva analítica.  

O LQ (limite de quantificação) foi calculado através da equação 7 (ARAGÃO; 

VELOSO; ANDRADE, 2009):  

 

                   (equação 7) 
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Onde s é o desvio padrão da repostas (ou coeficiente linear da equação de 

reta), e a é o coeficiente angular da curva analítica.  

 

 

4.11.3 Precisão  

 

 

A precisão foi calculada a partir da do coeficiente de variação (CV) utilizando 

a equação 8 (RIBANI et al., 2004; CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG, 2014). 

 
 

                    (equação 8) 

 

Onde s é o desvio padrão absoluto dos resultados dos dados ou ainda da 

recuperação, e  é a média das medições dos dados ou das recuperações. 

 

 

4.11.4 Seletividade 

 

 

A α (equação 9) foi calculada através da razão entre o tempo de retenção 

(TR) de dois picos, e por definição deve sempre ser maior que 1 (CHRISTIAN; 

DASGUPTA; SCHUG, 2014): 

 

α =                  (equação 9) 

 
 

4.11.5 Resolução (Rs) 

 

 

 A Rs foi determinada pela utilização da equação 10 (CHRISTIAN; 

DASGUPTA; SCHUG, 2014): 
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(equação 10)
 

Onde tR1 e tR2 são os tempos de retenção dos dois picos e wb1 e wb2 é a 

largura da linha de bases destes mesmos picos. 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Teor de compostos fenólicos, flavonoides e atividade antioxidante 

 

 

Os extratos etanólicos de própolis foram avaliados quanto ao teor de 

compostos fenólicos e flavonoides totais e atividade antioxidante pelos métodos de 

sequestro dos radicais DPPH e ABTS e método de redução do Ferro FRAP. A 

Tabela 6 mostra a faixa utilizada de dados utilizados para a calibração e validação 

dos modelos. 

 

Tabela 6 - Dados das análises de referencia 
 Calibração (70% das amostras) Validação (30% das amostras) 

Modelo Min Max Média d.p. CV (%) Min Max Média d.p. CV (%) 

Fenólicos (mg EAG g
-1

) 6,35 48,7 20,2 10,1 49,9 5,66 97,6 22,4 16,3 73,0 

DPPH (µmol de Trolox g
-1

) 6,35 262 55,0 46,1 83,7 6,11 267 59,6 54,3 91,2 

ABTS (µmol de Trolox g
-1

) 44,0 1,04 k 331 233 70,2 39,3 1,13 k 324 252 77,7 

FRAP (µmol de Fe
2+

 g
-1

) 61,9 1,83 k 534 365 68,3 74,6 1,79 k 586 450 76,7 

Flavonoides (mg EQ g
-1

) 0,122 16,51 3,65 3,27 89,7 0,117 38,8 5,70 7,03 123 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

É possível observar que os valores obtidos para os parâmetros avaliados 

apresentaram uma faixa espectral muito ampla em todos os modelos e os 

coeficientes de variação (CV) calculados foram elevados, confirmando a variação 

amostral. 

Dentre as amostras, a 2–ARP foi a que apresentou o maior valor para o teor 

de compostos fenólicos e flavonoides, 97,6 mg EAG g-1 e 38,8 mg EQ g-1 

respectivamente, sendo o valor de fenólicos cerca de 17 vezes superior ao menor 
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valor encontrado no grupo amostral, e o valor de flavonoides 350 vezes superior ao 

menor. Esta amostra também apresentou elevada atividade antioxidante pelo 

método de sequestro do radical DPPH (136 µmol de Trolox g-1), indicativo da 

influência do clima e flora na composição química e qualidade da própolis. As 

abelhas coletam material em uma área muito próxima de onde está inserida a 

colônia, desta forma, a própolis produzida apresenta características do local onde o 

material é coletado (CALEGARI, et al., 2017). 

A Tabela 7 apresenta os valores encontrados na literatura para TCFT e TFT. 

É possível verificar que a amostra 2-ARP apresenta teores superiores à maioria das 

amostras avaliadas e descritas na literatura.  

 

Tabela 7 - Dados da literatura para TFT e TCFT 
Atividades Fenólicos 

(mg EAG g
-1

) 

Flavonoides 

(mg EQ g
-1

) 

Local 

 

Autores    

NARIMANE et al. (2017) 0,81 a 9,97 0,70 a 3,53 Beni Belaid na Algéria 

DOS SANTOSb et al. (2017) 34,9 a 189,5 0,74 a 0,93  Blumenau-SC 

CASTRO et al. (2007) 22,03 a 94,98 2,47 a 47,31  Entre Rios-BA 

Brumadinho-MG 

Fonte: Dados da literatura. 

 

A amostra 2–CMP, apresentou o maior valor para atividade antioxidante 

avaliada pelo método de sequestro do radical ABTS (1130 µmol de Trolox g-1) sendo 

este valor cerca de 28 vezes superior ao menor encontrado. Esta amostra também 

apresentou elevado teor de compostos fenólicos totais e poder redutor do ferro 

FRAP (42,9 mg EAG g-1 e 1571 µmol de Fe2+ g-1 respectivamente). A amostra 2–

CLP foi a mais eficiente em sequestrar o radical DPPH (267 µmol de Trolox g-1).  

A Tabela 8 mostra os valores encontrados na literatura para as análises de 

DPPH e ABTS. O valor da amostra 2-CMP para ABTS se apresentou de acordo com 

a literatura, já amostra 2-CLP encontra-se superior a algumas amostras. 
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Tabela 8 - Dados da literatura para DPPH e ABTS 
Atividades DPPH 

(µmol Trolox g
-1

) 

ABTS 

(µmol Trolox g-1) 

Local 

 

Autores    

OLDONI et al. (2015) 31,6 a 87,5 - Dois Vizinhos-PR 

BONVEHÍ; GUTIÉRREZ (2011) - 420 a 1430 Espanha 

MIHAI et al. (2011) 510 a 1240 - Transilvânia 

Fonte: Dados da literatura. 

 

A amostra 1-TBS apresentou o maior potencial redutor de Ferro (1830 µmol 

de Fe2+ g-1). Este valor apresenta-se superior a alguns estudos descritos na literatura 

(Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Dados da literatura para FRAP 
Atividades FRAP 

(µmol de Fe2+ g
-1

) 

Local 

 

Autores   

COTTICA  et al. (2011) 528 a 1365 Maringá-PR 

MIHAI et al. (2011) 740 a 2540 Transilvânia 

CALEGARI et al. (2017) 89,7 a 286,7 Dois Vizinhos-PR 

Fonte: Dados da literatura. 

 

 

5.2 Espectros NIRS 

 

 

Os espectros das amostras de própolis bruta, própolis macerada, EEP e 

EEPC foram obtidos conforme descrito no item 4.2. Na sequência, foram testados 

alguns pré-tratamentos para a escolha dos melhores parâmetros para construção 

dos modelos. 

É possível verificar por meio da Figura 34, que todas as amostras possuem o 

mesmo perfil espectral, com bandas de absorção nas faixas de 8000 – 9000, 6000 – 

7000, 4500 – 6000 e 4000 – 4500 cm-1, diferindo apenas em suas intensidades, 

sedo estas, respectivamente características de 2ª overtones de C-H, primeiras 

combinações de overtones de C-H, CH2 e CH3 e também 1ª overtones de N-H 

(STUART, 2004; BRUKER, 2007; KUMAR, 2015).  

Entre 5556 e 6000 cm-1 as bandas podem corresponder a 1ª overtones de C-

H. Entre 5000 cm-1 e 5300 cm-1 as bandas representam combinações O-H e 2ª 
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overtones de estiramento C=O. A região de 4000 a 4500 cm-1 representa a 

combinação das moléculas, combinações de N-H, O-H, C-H + C-H e C-H + C-C 

(STUART, 2004; BRUKER, 2007; KUMAR, 2015). 

Os espectros das amostras de própolis maceradas (Figura 13) apresentaram 

perfil espectral muito semelhante à própolis bruta (Figura 34), com redução de 

aproximadamente metade da intensidade de absorbância das amostras brutas. 

As considerações de combinações moleculares, estiramentos, 1ª e 2ª 

overtones feitas para os espectros para as amostras de própolis brutas podem ser 

consideradas para as amostras de própolis maceradas. 

Os espectros obtidos a partir das amostras do extrato etanólico de própolis 

apresentam bandas de absorção mais definidas (Figura 41) do que as amostras de 

própolis sólidas sem processo de extração.  

É possível verificar que as combinações moleculares, estiramentos, 1ª e 2ª 

overtones antes relatados, continuam para estes extratos, o que pode ser justificado 

pelo fato de existir menos interferentes, pois além de passarem por um processo de 

extração oriundo de um planejamento fatorial que contém as melhores condições 

para se extrair os compostos com atividade antioxidante. Bandas definidas estão 

presentes também no extrato de própolis concentrado. 

 

 

5.3 Desenvolvimento dos modelos de calibração e validação 

 

 

A espectroscopia de NIRS associada a ferramentas quimiométricas apresenta 

inúmeras vantagens como simplicidade, baixo custo, rapidez e geração de poucos 

resíduos ou nenhum. 

Existem na literatura atual estudos que desenvolvem modelos de calibração 

por PLS para diversos fins FLYBORG et al. (2017), BANO et al. (2017), LI; PAN; 

ZHAO, (2017), GONZÁLEZ-MARTÍN et al. (2017), SOARES et al. (2017), COSTA et 

al. (2017), BORBA et al. (2017), para própolis alguns são relatados PIERINE et al. 

(2016), REVILLA et al. (2017), BARBEIRA et al. (2013), XU et al. (2013), 

CALEGARIb et al. (2017), GUZELMERIC et al. (2018). 

A construção dos modelos PLS se efetivou com base no item 4.9, onde o 

software correlacionou todos os resultados obtidos com as análises de referência 
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com os espectros gerados do equipamento. O software empregado para a 

construção dos modelos auxilia na redução de erros, o que implica diretamente em 

uma melhor qualidade destes, alguns pré-processamentos são sugeridos, bem 

como, definição do número de variáveis latentes, valor de RMSECV, remoção de 

outliers e região espectral, pois os espectros podem apresentar regiões com baixa 

informação espectral.  

A confiabilidade e validade dos modelos foram verificadas por meio dos 

parâmetros, coeficiente de correlação R2, erros padrões de calibração, validação, 

predição externa e interna cruzada (FERREIRA et al., 1999; KONZEN, et al., 2003). 

Os valores de R², RMSECV, RPD e L foram retirados do parâmetro de validação 

interna (Cross Validation). 

Para a construção dos modelos foi utilizado o software Opus 7.2 quant 2 

alimentado com as informações obtidas dos resultados de todas as análises 

descritas nos itens 4.3 a 4.7. Para cada tipo de própolis avaliada no equipamento 

(sólida, macerada, EEP e EEPC) um modelo foi gerado para cada análise, 

totalizando assim 20 modelos. Na construção dos modelos alguns outliers foram 

observados e indicados através do software, em geral todos os modelos 

apresentaram outliers, porém nem todos foram descartados, pois em alguns casos 

os elevados números de descarte geram modelos tendenciosos com pouca 

validade. Isso foi verificado através dos parâmetros de validação descritos em 3.6.3. 

 

 

5.3.1 Modelos gerados para o método de redução do Ferro (FRAP) 

 

 

Utilizando o software Opus 7.2 quant 2. foi possível comparar diversos pré-

processamentos sobre os modelos criados (Tabela 10). Estas comparações foram 

realizadas conforme descrito no item 4.9. Neste estudo, os melhores modelos foram 

considerados aqueles que apresentam menor valor de RMSECV, RMSEC, RMSEP, 

RMSEE, maiores valores de RPD, RER, e R², bem como, a razão 

RMSEP/RMSECV, pois estas medidas são feitas para verificar de forma quantitativa 

a precisão média da capacidade preditiva dos modelos quimiométricos (CONZEN, 

2006). 
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Tabela 10 - Comparação de modelos PLS para a análise de FRAP 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: unidade para RMSECV é dada em µmol de Fe2+ g-1 
  

FRAP  RAW SG + COE SG + 2D SG + MSC SG  

 Faixa Espectral cm
-1

 R² RMSECV RPD L R² RMSECV RPD L R² RMSECV RPD L R² RMSECV RPD L R² RMSECV RPD L 

Bruta 7513,9 – 6094 a 5461,9 – 4597,9 -0,06 385 0,977 10 0,51 261 1,49 10 0,78 172 2,26 10 0,52 257 1,56 10 0,46 274 1,44 10 

  RAW SG + COE SG + 2D SG + MSC SG  

Macerada 9411,7 – 6094,5 a 5461,9 – 4243 0,72 190 1,89 9 0,87 129 2,8 9 0,63 218 1,65 9 0,23 315 1,15 9 0,72 189 1,91 9 

  RAW COE 2D MSC SG  

EEP 9400 – 5446,4 a 4601,7 – 4424,2 0,55 242 1,51 10 0,57 237 1,54 10 0,85 140 2,6 10 0,69 202 1,8 10 0,77 174 2,1 10 

  RAW COE 2D MSC SG  

EEPC 6102,1 – 4597,8 0,65 228 1,7 10 0,73 199 1,95 10 0,53 265 1,46 10 0,80 172 2,25 10 0,65 229 1,69 10 
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A partir da Tabela 10 é possível concluir que o melhor modelo para própolis 

bruta foi obtido com o pré-processamento SG (Savitzky–Golay) + 2D (segunda 

derivada). Estes métodos de pré-processamento são ideais para se aplicar a sinais 

analíticos que apresentem picos estreitos entre si (SG), e também são capazes de 

remover os efeitos de adição dos modelos, ajustar a linha base e eliminar a 

tendência linear desta (2D) (RINNAN; VAN DEN BERG; ENGELSEN, 2009). A 

região utilizada para a construção deste modelo foi 7513,9 – 6094 a 5461,9 – 4597,9 

cm-1 e este modelo apresentou um elevado valor de R²: 0,78 se comparado ao valor 

do modelo sem pré-processamento (RAW), o qual apresentou R²: -0,06. Este 

modelo, obtido a partir da própolis bruta apresentou valor de RMSECV de 172 µmol 

de Fe2+ g-1 com valor de RPD de 2,26 e 10 variáveis latentes.  

O melhor modelo de própolis macerada para FRAP foi obtido com pré-

processamento SG + COE (Constant Offset Elimination). O pré-processamento COE 

desloca de forma linear os espectros, de modo a definir que valores mínimos de Y 

sejam iguais à zero (TRIPATHI; MISHRA, 2009; KUMAR, 2015). A região espectral 

deste modelo foi de 9411,7 – 6094,5 a 5461,9 – 4243 cm-1 e o valor encontrado para 

R² foi o maior (0,87) quando comparado aos demais pré-processamentos. O valor do 

RMSECV foi 129 µmol de Fe2+ g-1 com 9 variáveis latentes e RPD de 2,8.  

 Para o EEP, o valor mais baixo de RMSECV (140 µmol de Fe2+ g-1) foi 

encontrado quando se utilizou o pré-processamento 2D, foram obtidos valores de R²: 

0,85, RPD: 2,6 e número de variáveis latentes igual a 10. A região espectral 

selecionada foi de 9400 – 5446,4 a 4601,7 – 4424,2 cm-1.  

Quando os espectros foram obtidos a partir de EEPC, o pré-processamento 

SG + MSC foi o que resultou no melhor modelo. A MSC (Multiplicative Scatter 

Correction) é um dos métodos mais aplicados para a correção de dados em NIR 

(RINNAN; VAN DEN BERG; ENGELSEN, 2009) pois, ajuda a remover flutuações da 

linha de base, imperfeições, aspectos físicos das amostras (tamanho e forma de 

partículas) da matriz dos dados, de modo que somente as informações químicas 

sejam utilizadas (SOUZA; POPPI, 2012; SOUZA et al., 2013). Os valores calculados 

de R²: 0,80, RMSECV: 172 µmol de Fe2+ g-1, RPD: 2,25 e número de variáveis 

latentes de 10. Este modelo foi construído com  a menor região espectral (6102,1 – 

4597,8 cm-1) se comparado aos demais, onde ao menos duas regiões foram 

selecionadas de cada espectro.  
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De maneira geral pode-se perceber que os pré-processamentos melhoram  a 

qualidade dos modelos, isso se deve ao fato de os mesmos possuírem ferramentas 

capazes de corrigir, suavizar, ajustar, remover efeitos indesejáveis nos espectros, 

permitindo que somente informações espectrais de interesse sejam incluídas no 

modelo.  

No Apêndice 1 estão apresentados todos os espectros de NIRS com  os pré-

processamentos testados e apresentados na Tabela 10 para os modelos de FRAP. 

As figuras evidenciam as diferenças dos pré-processamentos nas regiões espectrais 

seleciondas e em todo o espectro. 

A 1D (primeira derivada) e 2D conseguem destacar os ombros espectrais 

além de minimizar o efeito de inclinações provocadas na linha de base dos 

espectros (BEEBE et al., 1998) 

O melhor modelo PLS para própolis para o parâmetro de FRAP foi obtido para 

própolis macerada, este modelo apresenta os seguintes parâmetros (Tabela 11): 

 

Tabela 11 - Resultados de calibração e validação para o modelo de FRAP 

 FRAP  Calibração Validação 
  Cross  Test Set 

R² 0,95 0,87 0,89 
RMSEC (µmol de Fe

2+
 g

-1
) 73,49 - - 

RMSECV (µmol de Fe
2+

 g
-1

) - 129 - 
RMSEP (µmol de Fe

2+
 g

-1
) - - 113 

RMSEE (µmol de Fe
2+

 g
-1

) 81,5 - - 
RPD 4,9 2,9 3,1 
RER - 13,62 13,33 

RMSEP/RMSECV  0,87  

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Para o modelo de FRAP o valor de R² de 0,87 foi obtido, indicando uma boa 

robustez do modelo. Os valores de RER encontrados (RER: 13,62 e RER: 13,33) se 

apresentam bons de acordo com a literatura. 

O valor de RPD da validação interna (Cross) encontrado foi de 2,9 (Tabela 

11), sabe-se que valores entre 2,5 e 3 correspondem a uma boa precisão de 

predição (Tabela 4). Valor de RPD para a validação externa (Test Set) RPD: 3,1 e 

para a calibração RDP: 4,9 estão excelentes para precisão de predição (Tabela 4). 

A razão RMSEP/RMSECV de 0,87 indica um modelo robusto (Tabela 4), os 

erros de RMSEC, RMSECV, RMSEP e RMSEE estão baixos, indicando que o 
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modelo de FRAP indica a própolis macerada como melhor modelo, com menores 

erros de calibração e validação possíveis. 

As Figuras 13 e 14 mostram o espectro de própolis macerada em toda faixa 

do espectro de NIR e na região selecionada do modelo respectivamente, já as 

Figuras 15 e 16 representam o espectro de própolis macerada aplicada o pré-

processamento SG + COE em toda região do espectro e na região selecionada do 

modelo respectivamente. 

Alguns trabalhos da literatura também utilizaram modelos PLS, com é o caso 

de MAZUREK et al. (2017), onde desenvolveram um modelo PLS para FRAP para a 

determinação de atividade antioxidante e conteúdo de polifenóis em chips. 

 

Figura 13 – Espectros de NIRS própolis 
macerada sem pré-processamento (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 14 - Espectros de NIRS própolis macerada 
sem pré-processamento (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 15 - Espectros de NIRS própolis macerada 
com SG + COE (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 16 - Espectros de NIRS própolis macerada 
com SG + COE (região selecionada) 

 

 Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

 

As figuras 17, 18 e 19 mostram as curvas de calibração e validação externa e 

interna, ambas apresentam ótimos valores para R² (Tabela 11). 
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5.3.2 Modelos para ABTS 

 

 
Os resultados obtidos no método de sequestro do radical ABTS foram 

relacionados com os espectros para geração dos modelos. Para os espectros 

obtidos a partir da própolis bruta, a região espectral selecionada variou entre 6109,9 

– 4597,9 cm-1, enquanto para a própolis macerada duas regiões foram selecionadas 

7513,9 – 6094,5 a 4613,3 – 4243 cm-1, indicando que para amostras maceradas 

mais regiões apresentam informações importantes para a construção do modelo. De 

maneira análoga, o modelo de ABTS gerado a partir do EEP também indicou duas 

regiões 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 5446,4 cm-1, enquanto para o EEPC a região 

selecionada foi de 6102,1 – 4597,8 cm-1. 

 
 

Figura 17 - Prediction vs True 

(Validation Cross) R²: 0,87 

 

Figura 18 - Fit vs True (Calibration) 

R²: 0,95 

 

Figura 19 - Prediction vs True 

(Validation Test Set) R²: 0,89 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 
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Tabela 12 - Comparação de modelos PLS para a análise de ABTS 

ABTS  RAW  Min - Max normalization SG + 1D + MSC 2D 1D + MSC  

 Faixa Espectral cm
-1

 R² RMSECV RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L 

Bruta  6109,9 – 4597,9 0,41 138 1,31 3 0,71 96,2 1,88 3 0,41 138 1,31 3 0,35 146 1,25 3 0,44 135 1,35 3 

  RAW SG + Min - Max normalization SG + 1D + MSC SG + 2D SG + MSC 

Macerada 7513,9 – 6094,5 a 4613,3 – 
4243 

0,38 149 1,29 10 0,40 148 1,29 10 0,81 83 2,3 10 0,73 98,7 1,93 10 0,53 130 1,47 10 

  RAW Min - Max normalization SG + 1D + MSC 2D 1D + MSC 

EEP 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 

5446,4 

0,65 137 1,7 10 0,65 136 1,7 10 0,73 120 1,94 10 0,82 98,5 2,36 10 0,70 125 1,85 10 

  RAW Min - Max normalization SG + 1D + MSC 2D 1D + MSC 

EEPC 6102,1 – 4597,8 0,55 155 1,51 10 0,58 151 1,55 10 0,61 144 1,62 10 0,65 136 1,71 10 0,68 130 1,8 10 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: unidade para RMSECV é dada em µmol de Trolox g-1 
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O pré-processamento Min-Max normalization, aplicado nos espectros obtidos 

em própolis bruta, apresentou os melhores resultados e, como consequência, gerou 

o melhor modelo para ABTS para este tipo de amostra. O valor de R² foi igual 0,71; 

RMSECV de 96,2 µmol de Trolox g-1, baixo valor de RPD (1,88) e 3 variáveis 

latentes. Este número é baixo se comparado aos modelos anteriormente citados, 

quanto menor o número de variável latente mais robusto se torna o modelo. 

Para a geração do modelo a partir da própolis macerada, a utilização de um 

maior número de pré-processamentos (SG + 1D + MSC) gerou um modelo com os 

melhores parâmetros de qualidade, o valor do R² obtido foi de 0,81 e o RMSECV de 

83 µmol de Trolox g-1, o menor valor dentre todos os modelos, indicando um seguro 

modelo. O valor de RPD encontrado de 2,3 pode ser considerado bom com 10 

variáveis latentes. 

Para os extratos de própolis (EEP e EEPC) também foram obtidos  bons 

resultados  para os parâmetros investigados. Sendo para EEP R²: 0,82, RMSECV: 

98,5 µmol de Trolox g-1 e RPD: 2,36 com 10 variáveis latentes. Para o EEPC os 

valores foram de R²: 0,68 (valor baixo), RMSECV: 130 µmol de Trolox g-1 e RPD: 1,8 

com 10 variáveis latentes. Os pré-processamentos também diferiram para EEP e 

EEPC, sendo 2D e 1D + MSC respectivamente. 

No Apêndice 1 do trabalho encontram-se os espectros de NIRS com todos os 

pré-processamentos utilizados na Tabela 12 para os modelos de FRAP, as figuras 

evidenciam as diferenças dos pré-processamentos nas regiões espectrais 

selecionais como também em todo o espectro. 

O melhor modelo PLS para captura do radical ABTS dentre todos os tipos de 

própolis passadas no equipamento foi obtido em própolis macerada, esse modelo foi 

desenvolvido com o pré-processamento SG + 1D + MSC com a região selecionada 

variando entre 7513,9 – 6094,5 a 4613,3 – 4243 cm-1. No trabalho de KREPPER et 

al. (2018) para a determinação do conteúdo de gordura em hambúrguer de galinha 

usando NIRS, também utilizou o pré-processamento SG e MSC para gerar seus 

modelos. O trabalho desenvolvido por PIZZI et al. (2018) para avaliação das 

características energéticas do bagaço de azeitona também utilizou 1D como pré-

processamento. Os valores obtidos para R² indica curvas com elevado grau de 

predição (Tabela 13). Os valores de RPD e RER também estão de acordo com a 

literatura (WILLIAMS; NORRIS, 2001; KUMAR, 2015; PÁSCOA; MAGALHÃES; 

LOPES, 2013). 
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Tabela 13 - Resultados de calibração e validação para o modelo de ABTS 

ABTS Calibração Validação 
  Cross  Test Set 

R² 0,92 0,81 0,89 
RMSEC (µmol de Trolox g

-1
) 52,56 - - 

RMSECV (µmol de Trolox g
-1

) - 83 - 
RMSEP (µmol de Trolox g

-1
) - - 56,6 

RMSEE (µmol de Trolox g
-1

) 58,1 - - 
RPD 3,63 2,3 3,17 
RER - 12,27 11,60 

RMSEP/RMSECV  0,68  

Fonte: Dados da pesquisa. 

  

As Figuras 20 e 21 mostram o espectro de própolis macerada em toda faixa 

do espectro de NIRS e na região selecionada do modelo respectivamente, já as 

Figuras 22 e 23 representam o espectro de própolis macerada aplicada o pré-

processamento SG + 1D + MSC em toda região do espectro e na região selecionada 

do modelo respectivamente. 

 

Figura 20 - Espectros de NIRS própolis macerada 
sem pré-processamento (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 21 - Espectros de NIRS própolis macerada 
sem pré-processamento (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 22 - Espectros de NIRS própolis macerada 
com SG + 1D + MSC (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 23 - Espectros de NIRS própolis macerada 
com SG + 1D + MSC (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

 

O modelo descrito acima apresenta uma razão de RMSEP/RMSECV 

indicativa de um modelo pouco robusto de acordo com a Tabela 4. Os valores de R² 

e erros de calibração e validação esta de acordo com a literatura, bem como os 

valores de RPD (Tabela 4), indicando assim um bom modelo.  
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As Figuras 24, 25 e 26 mostram as curvas de calibração e validação externa e 

interna. 

 

 

 
5.3.3 Modelos para Fenólicos 

 

 

Para o modelo de própolis Bruta é evidente a necessidade de um pré-

processamento, pois o valor de R² observado foi de -0,51. Com a utilização 

combinada dos pré-processamentos SG + 1D; 2D e 1D + MSC os resultados para R² 

encontrados foram de: -0,09; R²: -0,11 e R²: -0,16 respectivamente, ainda 

considerados muito baixos. A partir do pré-processamento Min-Max normalization foi 

possível obter o melhor ajuste para fenólicos em própolis bruta, com R² igual a 0,61. 

A região selecionada para o melhor modelo de fenólicos para própolis bruta foi de 

9411,7 – 6094,5 cm-1, este apresentou um RMSECV de 5,08 mg EAG g-1 e RPD: 

1,62 com 9 variáveis latentes. 

  

 

 

 

 

Figura 24 - Prediction vs True 

(Validation Cross) R²: 0,81 

 

Figura 25 - Fit vs True (Calibration) 

R²: 0,92 

 

Figura 26 - Prediction vs True 

(Validation Test Set) R²: 0,89 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 
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Tabela 14 - Comparação de modelos PLS para a análise de fenólicos 

Fenólicos  RAW  Min - Max normalization SG + 1D 2D 1D + MSC 

 Faixa Espectral cm
-1

 R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L 

Bruta  9411,7 – 6094,5 -0,51 10,1 0,81

3 

9 0,61 5,08 1,62 9 -0,09 8,62 0,96 9 -0,11 8,69 0,95

6 

9 -0,16 8,87 0,93

1 

9 

  RAW SG + Min - Max normalization SG + 1D SG +2D SG +1D + MSC 

Macerada 9411,7 - 7498,5 a 4613,3 - 4428,1 0,67 5,38 1,75 7 0,45 6,97 1,36 7 0,90 2,95 3,22 7 0,79 4,28 2,22 7 0,72 4,95 1,92 7 

  RAW Min - Max normalization SG + 1D 2D 1D + MSC 

EEP 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 5446,4 0,75 4,95 2,04 10 0,81 4,3 2,35 10 0,85 3,83 2,64 10 0,87 3,57 2,83 10 0,87 3,62 2,79 10 

  RAW Min - Max normalization SG + 1D 2D 1D + MSC 

EEPC 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 5446,4 0,71 5,69 1,86 10 0,64 6,29 1,69 10 0,69 5,89 1,8 10 0,60 6,63 1,6 10 0,75 5,29 2 10 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: unidade para RMSECV é dada em mg EAG g-1.
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 Os modelos PLS de fenólicos para EEP e EEPC possuem em comum a 

mesma faixa espectral 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 5446,4 cm-1, contudo cada um 

possui um pré-processamento específico que melhor se adequa a cada tipo de 

espectro. Para o EEP o pré-processamento foi 2D com R²: 0,87; RMSECV: 3,57 mg 

EAG g-1 e RPD: 2,83 com 10 variáveis latentes. 

Para o modelo PLS de fenólicos com EEPC, o melhor pré-processamento foi 

1D + MSC, com 10 variáveis latentes. Este modelo apresentou um R² de 0,75; 

RMSECV: 5,29  mg EAG g-1 e RPD de 2. 

Para facilitar o entendimento sobre o que acontece com cada espectro citado 

acima, o Apêndice 1 deste trabalho contém a comparação visual dos espectros de 

cada modelo presente na Tabela 14. 

O melhor modelo de TCFT foi construído utilizando a para própolis macerada, 

este apresentou ótimos valores para todos os parâmetros avaliados (Tabela 15). 

Este modelo aprestentou o maior R² e maior RPD comparado aos demais da Tabela 

– 14, com R²: 0,90 e RPD 3,22; apresentou valor de RMSECV de 2,95 mg EAG g-1 

com 7 variáveis latentes, na faixa espectral de 9411,7 - 7498,5 a 4613,3 - 4128,1 cm-

1. O pré-processamento para foi SG + 1D. Os valores de R² foram para a calibração 

de R²: 0,95; validação interna (Cross) R²: 0,90 e validação externa (Test Set) R²: 

0,88; isso indica correlações muito boas entre os valores que foram preditos e os 

verdadeiros (Tabela 4). Os valores dos erros RMSEC, RMSECV, RMSEP, RMSEE 

encontram-se muito baixos, indicando assim bons modelos (Tabela 4). 

 

Tabela 15 - Resultados de calibração e validação para o modelo fenólicos 

Fenólicos Calibração Validação 
  Cross  Test Set 

R² 0,95 0,90 0,88 
RMSEC (mg EAG g

-1
) 2,01 - - 

RMSECV (mg EAG g
-1

) - 2,95 - 
RMSEP (mg EAG g

-1
) - - 2,95 

RMSEE (mg EAG g
-1

) 2,17 - - 
RPD 4,69 2,3 3,04 
RER - 12,32 12,22 

RMSEP/RMSECV  1  

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

As Figuras 27 e 28 mostram o espectro de própolis macerada em toda faixa 

do espectro de NIR e na região selecionada do modelo respectivamente, já as 

Figuras 29 e 30 representam o espectro de própolis macerada aplicada o pré-
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processamento SG + 1D em toda região do espectro e na região selecionada do 

modelo respectivamente. 

 

Figura 27 - Espectros de NIRS própolis 
macerada sem pré-processamento (toda 
região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 28 - Espectros de NIRS própolis 
macerada sem pré-processamento (região 
selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 29 - Espectros de NIRS própolis 
macerada com SG + 1D (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 30 - Espectros de NIRS própolis 
macerada com SG + 1D (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

 

Os valores de RPD e RER estão de acordo com a literatura. A razão 

RMSEP/RMSECV encontrada indica uma perfeita robustez do modelo (Tabela 4). As 

figuras 31, 32 e 33 mostram as curvas de calibração e validação externa e interna. 

 

 
 

 

 

Figura 31 - Prediction vs True 

(Validation Cross) R²: 0,90 

 

Figura 32 - Fit vs True (Calibration) 

R²: 0,95 

 

Figura 33 - Prediction vs True 

(Validation Test Set) R²: 0,88 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 
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5.3.4 Modelos para DPPH 

 

 

A atividade antioxidante para captura do radical DPPH foi utilizada também 

como modelo por DE OLIVEIRA et al. (2018), seu trabalho tem o objetivo de 

determinar polifenóis, antocianinas e atividade antioxidante em amostras de 

Brassica oleracea. 

A partir dos resultados apresentados na é possível verificar que todos os 

modelos gerados apresentaram valores de R² superiores a 80,0. Para própolis bruta 

o R² foi de 0,80; própolis macerada R²: 0,86; EEP R²: 0,85; e EEPC R²: 0,88. De 

maneira análoga todos os modelos apresentam valores de RPD superior a 2,2, são 

eles: para própolis bruta RPD: 2,26, própolis macerada: 2,76, EEP RPD: 2,61 e 

EEPC RPD: 2,92 (Tabela 16).  

O melhor número de variável latente foi encontrado para própolis macerada, 

com um valor de 7, indicando que este modelo apresenta uma melhor robustez que 

própolis bruta, EEP e EEPC (ambos com 10 variáveis latentes). 

O melhor modelo de captura do radical DPPH para própolis bruta selecionou 

a região espectral de 9411,7 – 7498,5 cm-1, o pré-processamento empregado aqui 

foi SG + COE, com um RMSECV de 21,9 µmol de Trolox g-1. Já o melhor modelo 

para própolis macerada utilizou a região de 9411,7 - 7498,5 a 6109,9 - 5770,5 cm-1, 

com o pré-processamento 1D + SNV (Standard Normal Variate), este é o único 

modelo dentre todos os demais que utilizou o SNV, o RMSECV para este foi 17,3 

µmol de Trolox g-1. Na região entre 9400 – 8447,3 a 6102,1 – 5446,4 cm-1 

informações foram retiradas para a construção do melhor modelo PLS de EEP, com 

o pré-processamento 2D e RMSECV de 17,6 µmol de Trolox g-1. E finalmente o 

melhor modelo para EEPC utilizou o pré-processamento 1D + MSC com RMSECV 

de 18 µmol de Trolox g-1 e região espectral de 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 5446,4 cm-1 

(Tabela 16).
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Tabela 16 - Comparação de modelos PLS para a análise de captura do radical DPPH 

DPPH  RAW SG + COE SG + 1D + SNV SG + 2D SG + 1D + MSC 

 Faixa Espectral cm
-1

 R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L 

Bruta  9411,7 – 7498,5 -0,01 49,9 1 10 0,80 21,9 2,26 10 -0,11 52,2 0,94

8 

10 12,11 46,4 1,07 10 -0,15 53,3 0,92

9 

10 

  RAW SG + COE 1D + SNV 2D 1D + MSC 

Macerada 9411,7 - 7498,5 a 6109,9 - 5770,5 0,52 33 1,45 7 0,84 19,1 2,5 7 0,86 17,3 2,76 7 0,54 32,2 1,49 7 0,76 23,2 2,09 7 

  RAW SG + COE 1D + SNV 2D 1D + MSC 

EEP 9400 – 8447,3 a 6102,1 – 5446,4 0,57 29,9 1,54 10 0,71 24,4 1,89 10 0,72 24,3 1,05 10 0,85 17,6 2,61 10 0,73 23,6 1,95 10 

  RAW SG + COE 1D + SNV 2D 1D + MSC 

EEPC 9400 – 7498,4 a 6102,1 – 5446,4 0,78 24,7 2,14 10 0,81 22,9 2,3 10 0,81 22,5 2,34 10 0,78 24,5 2,15 10 0,88 18 2,92 10 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: unidade para RMSECV é dada em µmol de Trolox g-1. 
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O pré-processamento SNV foi o melhor apenas para a própolis macerada, 

este pré-processamento é o segundo mais utilizado depois de MSC para a correção 

da dispersão dos dados (RINNAN; VAN DEN BERG; ENGELSEN, 2009; SYVILAY et 

al., 2015). 

Para facilitar o entendimento sobre o que acontece com cada espectro citado 

acima, o Apêndice 1 deste trabalho contém a comparação visual dos espectros de 

cada modelo presente na Tabela 16. 

Através da Tabela 16 é possível verificar que para o parâmetro DPPH, o 

melhor modelo foi gerado com própolis bruta, este modelo utilizou o pré-

processamento SG + COE, e região espectral de 9411,7 – 7498,5 cm-1. Verifica-se 

que os valores de R² estão acima de 0,80; para a calibração o valor de R² foi de 

0,96, para validação interna (Cross) R²: 0,80; e de R²: 0,93 para validação externa 

(Test Set), esses valores para o coeficiente de determinação indicam juntamente 

com os valores de RMSEC, RMSECV, RMSEE e RMSEP um correlação satisfatória 

entre os valores que preditos e os valores reais (experimentais). 

 

Tabela 17 - Resultados de calibração e validação para o modelo de DPPH 

DPPH Calibração Validação 
  Cross  Test Set 

R² 0,96 0,80 0,93 
RMSEC (µmol de Trolox g

-1
) 9,53 - - 

RMSECV (µmol de Trolox g
-1

) - 21,9 - 
RMSEP (µmol de Trolox g

-1
) - - 13,4 

RMSEE (µmol de Trolox g
-1

) 10,8 - - 
RPD 5,19 2,26 4,24 
RER - 19,37 18,29 

RMSEP/RMSECV  0,61  

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Dois ótimos valores para RPD foram obtidos para os parâmetros de 

calibração e validação externa (Test Set), RPD: 5,19 e RPD: 4,24 respectivamente 

(Tabela 17), valores de RPD acima de 3 geram modelos com uma excelente 

precisão de predição. Outros valores obtidos muito superiores ao indicado (Tabela 4) 

são RER: 19,37 e RER: 18,29 para a validação interna e externa respectivamente. 

As Figuras 34 e 35 mostram o espectro de própolis bruta em toda faixa do 

espectro de NIR e na região selecionada do modelo respectivamente, já as Figuras 

36 e 37 representam o espectro de própolis macerada aplicada o pré-
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processamento SG + COE em toda região do espectro e na região selecionada do 

modelo respectivamente. 

 

Figura 34 - Espectros de NIRS própolis bruta sem 
pré-processamento (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 35 - Espectros de NIRS própolis bruta 
sem pré-processamento (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 36 - Espectros de NIRS própolis bruta com 
SG + COE (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 37 - Espectros de NIRS própolis bruta 
com SG + COE (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

 

As Figuras 38, 39 e 40 mostram as curvas de calibração e validação externa e 

interna. 

 

 

 
 
 
 

Figura 38 - Prediction vs True 

(Validation Cross) R²: 0,80 

 

Figura 39 - Fit vs True (Calibration) 

R²: 0,96 

 

Figura 40 - Prediction vs True 

(Validation Test Set) R²: 0,93 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 
2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 
2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 
2. 
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5.3.5 Modelos para Flavonoides  

 

 Os modelos PLS de flavonoides construídos apresentaram duas 

particularidades, a primeira é que para as amostras no estado sólido, bruta e 

macerada, os melhores modelos se moldaram com o mesmo pré-processamento e 

número de variáveis latentes, SG + 1D + MSC e 8 variáveis. 

 O modelo PLS para própolis bruta apresentou R²: 0,65, RMSECV: 3,29 mg 

EQ g-1 e RPD: 1,71, para este modelo a região espectral selecionada foi entre 

9411,7 - 7498,5 a 6109,9 - 5446,4 cm-1. Já o modelo de própolis macerada 

apresentou R²: 0,69, RMSECV: 2,08 mg EQ g-1 e RPD: 1,8 na região espectral de 

6109,9 – 4597,9 cm-1 (Tabela 18).
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Tabela 18 - Comparação de modelos PLS para a análise de Flavonoides 

Flavonoides  RAW  SG + 1D + MSC  SG + 2D  SG + COE SG + SNV 

 Faixa Espectral cm
-1

 R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L R² RMSEC
V 

RPD L 

Bruta  9411,7 - 7498,5 a 6109,9 - 5446,4 0,21 4,99 1,13 8 0,65 3,29 1,71 8 0,32 4,63 1,23 8 0,33 4,61 1,23 8 0,44 4,19 1,36 8 

  RAW SG + 1D + MSC SG + 2D SG + COE SG + SNV 

Macerada 6109,9 – 4597,9 0,49 2,67 1,41 8 0,69 2,08 1,8 8 0,55 2,5 1,5 8 0,48 2,71 1,39 8 0,42 2,85 1,32 8 

  RAW 1D + MSC 2D COE SNV 

EEP 6102,1 – 5446,4 0,77 1,56 2,09 9 0,81 1,35 2,35 9 0,88 1,12 2,91 9 0,82 1,36 2,41 9 0,81 1,39 2,35 9 

  RAW 1D + MSC 2D COE SNV 

EEPC 9400 – 6098,3 a 5450,3 a 5022,1 -0,06 3,68 0,96
9 

9 0,53 2,43 1,47 9 0,70 1,93 1,85 9 0,10 3,37 1,06 9 0,08 3,41 1,05 9 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: unidade para RMSECV é dada em mg EQ g-1.
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A segunda particularidade para os modelos PLS de flavonoides, é que as 

amostras no estado líquido (EEP e EEPC) apresentaram o mesmo pré-

processamento 2D e o mesmo número de variáveis latentes 9. O modelo de EEP 

apresentou valor de R²: 0,88; RMSECV: 1,12 mg EQ g-1 e RPD: 2,91. O modelo de 

EEPC apresentou R² de 0,70; RMSECV: 1,93 mg EQ g-1 e RPD de 1,85. A região 

espectral para EEP foi 6102,1 – 5446,4 cm-1 e para EEPC 9400 – 6098,3 a 5450,3 a 

5022,1 cm-1. 

Para facilitar o entendimento sobre o que acontece com cada espectro citado 

acima, o Apêndice 1 deste trabalho contém a comparação visual dos espectros de 

cada modelo presente na Tabela 18. 

Através da Tabela 18 é possível averiguar que o melhor modelo para TFT foi 

construído utilizando EEP, neste modelo os valores de R² ficaram muito bons, 

principalmente o R² da calibração do modelo com R²: 0,92 (Tabela 19).  De maneira 

análoga o melhor valor de RPD também foi para a calibração (3,13). Os demais 

valores de RPD também indicam ótimos modelos com boa capacidade de predição 

(Tabela 4). 

 

Tabela 19 - Resultados de calibração e validação para o modelo de flavonoides 

Flavonoides Calibração Validação 
  Cross  Test Set 

R² 0,92 0,88 0,86 
RMSEC (mg EQ g

-1
) 0,89 - - 

RMSECV (mg EQ g
-1

) - 1,12 - 
RMSEP (mg EQ g

-1
) - - 1,1 

RMSEE (mg EQ g
-1

) 0,93 - - 
RPD 3,65 2,91 2,77 
RER - 14,9 15,60 

RMSEP/RMSECV  0,98  

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

A partir da robustez, é possível sugerir que o modelo de flavonoides para EEP 

é ideal, indicando uma perfeita robustez do modelo. Os valores de RER encontrados 

para cross e test set indicam modelos com alto grau de predição (Tabela 4).  

As Figuras 41 e 42 mostram o espectro de EEP em toda faixa do espectro de 

NIR e na região selecionada do modelo respectivamente, já as Figuras 43 e 44 

representam o espectro de própolis macerada aplicada o pré-processamento 2D em 

toda região do espectro e na região selecionada do modelo respectivamente. 
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Figura 41 - Espectros de NIRS para EEP sem 
pré-processamento (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 42 - Espectros de NIRS para EEP sem 
pré-processamento (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 43 - Espectros de NIRS para EEP com 
2D (toda região) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

Figura 44 - Espectros de NIRS para EEP com 
2D (região selecionada) 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 

 

As Figuras 45, 46 e 47 representam as curvas de calibração e validação 

interna e externa. 

 

  

 

5.4 Resultados ACP 

 

 

 Após os resultados obtidos por meio das análises químicas (ABTS, DPPH, 

FRAP, Fenólicos e Flavonoides) descritas no item 4 deste trabalho, e após gerados 

os espectros de NIRS (item 4.9), todos foram submetidos a ACP (item 4.8), com o 

Figura 45 - Prediction vs True 

(Validation Cross) R²: 0,88 

 

Figura 46 - Fit vs True (Calibration) 

R²: 0,92 

 

Figura 47 - Prediction vs True 

(Validation Test Set) R²: 0,86 

 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 

Fonte: Do software Opus 7.2 quant 

2. 
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objetivo de verificar através dos gráficos de pontuações (scores) (Figura 48a) e 

carregamentos (loadings) (Figura 48b) se existe algum agrupamento entre as 

amostras. 

 

Figura 48 – Gráfico de (a) scores (b) loadings da ACP para todas as análises de 

bancada. 

(a) (b)  

  
Fonte: Autoria própria. 

 

 A Figura 48 representa todos os resultados das análises de ABTS, DPPH, 

FRAP, fenólicos e flavonoides, para própolis bruta, classificados de acordo com a 

cidade de origem de todas as própolis. A componente principal no eixo x (CP1) 

consegue explicar 94,9% de toda a variação (distribuição) dos dados e a 

componente do eixo y (CP2) representa apenas 4,1% (Figura 48), contudo observa-

se que em geral não há grupamentos individuais de cada cidade, isso significa que 

mesmo amostras de uma mesma cidade apresentam características distintas uma 

das outras.  

Deste modo, pode-se inferir que além da localização outras características 

têm influenciado na própolis. Contudo observam-se grupamentos tendenciosos das 

amostras de Cruz Machado – PR, Três Barras – SC, Santa Terezinha – SC, 

Prudentópolis - PR e Campo Magro – PR. Através do gráfico de loadings (Figura 49) 

que as amostras da cidade de Campo Magro – PR e Prudentópolis – PR 

apresentam uma correlação positiva com a análise de ABTS, já as amostras da 

cidade de Cruz Machado – PR e Três Barras – SC apresentam uma correlação 

positiva com a análise de FRAP, as demais cidades apresentam uma correlação 

positiva com os parâmetros de TCFT, DPPH e TFT. 
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O trabalho de CALEGARI et al. (2017) desenvolvido com abelhas da cidade 

de Dois Vizinhos – PR, mostrou que a sazonalidade influencia diretamente na 

composição química de própolis, esse estudo mostrou também que a 

suplementação alimentar é outro fator que influencia na qualidade deste material. 

 Como descrito em 4.9 às amostras de própolis foram analisadas no 

equipamento de NIR na forma bruta, macerada, e líquida de duas maneiras (EEP e 

EEPC). Os dados coletados de absorbância de cada espectro e número de onda 

foram utilizados para gerar a ACP. As Figuras 50 e 51 representam a ACP para as 

própolis em estado sólido. 

 

Figura 49 - Gráfico de ACP para espectros de própolis bruta 

 

Fonte: Autoria própria. 
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Figura 50 - Gráfico de ACP para espectros de própolis macerada 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 É possível verificar através das duas figuras acima que não há agrupamento 

das amostras em relação às cidades de origem das própolis. A componente principal 

da própolis macerada (PC1) modela 93,4% dos dados e a PC2: 5,2%. Na figura 50 

notamos que as amostras da cidade de Três Barras – SC estão juntas com as 

amostras de União da Vitória – PR, da mesma forma pode-se verificar que as 

amostras de Pitanga, Cruz Machado e General Carneiro estão muito próximas umas 

das outras, indicando perfis químicos muito próximos (Figura 50).  
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Figura 51 - Gráfico de ACP para espectros de EEP e EEPC 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 A Figura 52 acima retrata a ACP para as própolis em estado líquido (EEP e 

EEPC) que foram iguais, isso significa que a análise de componentes principais não 

diferem as características entre as amostras de EEP e EEPC para os espectros de 

NIR. Ambos os componentes principais modelam a mesma porcentagem das 

matrizes dos dados, PC1: 73,1% e PC2: 26,5%. É possível verificar através da 

Figura 52 que há algumas tendências de agrupamentos nas amostras de General 

Carneiro – PR, Cruz Machado – PR, Campo Magro – PR, Canoinhas – SC e Santa 

Terezinha - SC 

 

 

5.5 Otimização e validação da metodologia analítica por CLAE-DAD 

 

 

 Para que um método cromatográfico apresente validade, o mesmo deve 

atender a alguns parâmetros como: seletividade, linearidade, sensibilidade, exatidão, 

precisão, resolução, resolução, LD, LQ, etc. Várias condições foram testadas como 

composição da fase móvel e gradiente (Tabela 20) antes de definir a melhor 

condição para separar os ácidos fenólicos e flavonoides de interesse, (item 4.10).
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 Na literatura foram encontrados trabalhos que utilizam o método 

cromatográfico para identificar e quantificar uma série de compostos químicos em 

amostras de própolis (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004; FALCÃO et 

al., 2013; AHN et al., 2007; ZHANG et al., 2014; GÜLÇIN et al., 2010; AL-ANI et al., 

2018; PRATAMI et al., 2018; ZHANG et al., 2017; BALATA et al., 2018; BUENO-

SILVA et al., 2017; UTISPAN; CHITKUL; KOONTONGKAEW, 2017). Mesmo com 

tantos métodos para CLAE desenvolvidos, faz-se a necessidade da criação de um 

modelo próprio, pois a própolis brasileira é muito complexa, apresentando uma 

variabilidade química muito grande entre as amostras, um novo método a ser 

desenvolvido deve ser ajustável para determinadas amostras e mistura de padrões 

para conseguir elevada eficiência, resolução e seletividade em um pequeno espaço 

de tempo. 

 

 

5.5.1 Seletividade do método desenvolvido 

 

 

 Foram realizados 8 testes, descritos na Tabela 20. Os parâmetros escolhidos 

para selecionar o melhor método dentre os avaliadosfoi a seletividade em função do 

tempo (item 4.11.4), já que um método cromatográfico deve ser rápido devido ao 

gasto com reagentes, tempo de máquina, energia, técnicos, etc. Uma boa 

seletividade auxilia na obtenção de boa resolução (4.11.5), garantindo a qualidade 

do método cromatográfico. 

 

Tabela 20 - Métodos de CLAE- DAD desenvolvidos  

                        (continua) 

Método Composição da fase 
móvel (FM) (v v

-1
) 

Fluxo (FM) e 
temperatura da 

coluna 

Gradiente em % 
de B 

Tempo (min) 
1 A – H2O:CH3COOH 

(99,9:0,1) 
B – CH3CN:CH3COOH 

(99,1:01) 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 5% 

2 _ 20% 
15 _ 25% 
25 _ 85% 
30 _ 85% 
33 _ 20% 
36 _ 5% 
45 _ 5% 
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Tabela 20 - Métodos de CLAE- DAD desenvolvidos  

                     (conclusão) 

Método Composição da fase 
móvel (FM) (v v

-1
) 

Fluxo (FM) e 
temperatura da 

coluna 

Gradiente em % 
de B 

Tempo (min) 
2 A – H2O:CH3COOH 

(98:2) 
B – 

H2O:CH3CN:CH3COOH 
(58:2:40) 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 5% 

2 _ 20% 
15 _ 25% 
25 _ 85% 
30 _ 85% 
33 _ 20% 
36 _ 5% 
45 _ 5% 

3 A – H2O:CH3COOH 
(98:2) 

B - 
H2O:CH3CN:CH3COOH 

(58:2:40) 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 10% 
5 _ 20% 
15 _ 25% 
25 _ 30% 
35 _ 85% 
40 _ 95% 
45 _ 95% 
50 _ 10% 

4 A – H2O:CH3COOH 
(99,9:0,1) 

B - CH3CN:CH3COOH 
(99,9:0,1) 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 35% 
60 _ 50% 
65 _ 35% 
70 _ 35% 

5 A - H2O:H3PO4 

(99,8:0,2) 
B – CH3OH 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 10% 
25 _ 64% 
33 _ 75% 
38 _ 10% 
43 _ 10% 

6 A - H2O:H3PO4 

(99,8:0,2) 
B – CH3OH 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 20% 
21 _ 64% 
29 _ 75% 
49 _ 85% 
54 _ 20% 
59 _ 20% 

7 A - H2O:H3PO4 

(99,8:0,2) 
B – CH3OH 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 20% 
21 _ 64% 
32 _ 75% 
37 _ 95% 
38 _ 95% 
41 _ 20% 
51 _ 20% 
50 _ 5% 
55 _ 5% 

8 A - H2O:H3PO4 

(99,8:0,2) 
B – CH3OH 

1 mL min
-1
 

30°C 
0 _ 30% 
15 _ 64% 
26 _ 75% 
28 _ 95% 
29 _ 95% 
32 _ 30% 
42 _ 30% 

Fonte: Dados da pesquisa.  
Notas: H2O: água; CH3COOH: ácido acético; CH3CN: acetonitrila; H3PO4: ácido 
fosfórico; CH3OH: metanol. 
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 Uma mistura de padrões foi injetada em cada um dos métodos descritos na 

Tabela 20 para verificar o perfil químico e capacidade de separação de cada 

método. A Tabela 21 apresenta os valores do tempo de retenção e seletividade: 

 

Tabela 21 - Tempos de retenção e seletividade dos métodos  

Método Sinal TR (min) α Método TR (min) α 

 Ácido cafeico 7,41 1,03  6,49 2,61 

 Mangiferina 7,69 1,05  16,99 1,34 
 Ácido cumárico 8,11 1,14  22,92 1,01 
 Ácido ferúlico 9,29 1,03  23,35 1,06 

 Rutina 9,57 1,05 2 24,89 1,04 
1 Ácido trans cinâmico 10,05 1,95  25,89 1,03 
 Quercetina 19,63 1,17  26,8 1,01 

 Canferol 23,03 1,06  27,11 1,12 
 Pinocembrina 24,53 1,11  30,39 - 
 Crisina 27,43 -  - - 

 Galangina - -  - - 

 Ácido cafeico 16,03 1,48  4,48 1,04 
 Mangiferina 23,81 1,04 4,68 1,10 

 Ácido cumárico 24,89 1,05 5,16 1,14 
 Ácido ferúlico 26,3 1,10 5,89 1,03 
 Rutina 29,07 1,17 6,07 1,41 

3 Ácido trans cinâmico 34,24 1,12 4 8,56 1,22 
 Quercetina 38,61 1,02  10,49 1,14 
 Canferol 39,53 1,07 12,04 1,53 

 Pinocembrina 42,43 1,15 18,51 1,27 
 Crisina 49,2 - 23,6 1,11 
 Galangina - - 26,3 - 

 Ácido cafeico 15,72 1,18  9,64 1,24 
 Mangiferina 18,60 1,04 12,04 1,05 
 Ácido cumárico 19,39 1,05 12,73 1,07 

 Ácido ferúlico 20,44 1,17 13,67 1,25 
 Rutina 24,04 1,13 17,15 1,16 
5 Ácido trans cinâmico 27,25 1,04 6 20,00 1,07 

 Quercetina 28,36 1,08  21,52 1,20 
 Canferol 30,65 1,07 23,93 1,08 
 Pinocembrina 32,81 - 26,01 1,07 

 Crisina - - 27,89 1,01 
 Galangina - - 28,39 - 

 Ácido cafeico 9,51 1,24  7,56 1,13 

 Mangiferina 11,81 1,05 8,61 1,15 
 Ácido cumárico 12,41 1,07 9,96 1,05 
 Ácido ferúlico 13,39 1,26 10,52 1,24 

 Rutina 16,96 1,16 13,11 1,23 
7 Ácido trans cinâmico 19,75 1,07 8 16,21 1,06 
 Quercetina 21,32 1,11  17,23 1,13 

 Canferol 23,83 1,08 19,57 1,10 

 Pinocembrina 25,84 1,07 21,56 1,09 

 Crisina 27,88 1,02 23,51 1,02 

 Galangina 28,51 - 24,07 - 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 A partir dos resultados apresentados na Tabela 21 é possível verificar que os 

métodos 1, 2, 3 e 5 não atenderam ao principal objetivo do método, que é conseguir 

separar os 11 padrões da mistura, nestes métodos ocorreu a coeluição dos padrões, 

impedindo assim a correta identificação. Os métodos 4, 6, 7 e 8 conseguiram 

separar os 11 padrões e apresentaram os valores da seletividade (α) muito 

próximos. Desta forma, o método selecionado para a construção das curvas de 
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calibração foi o método 8, pois foi aquele que apresentou menor tempo de análise, 

garantindo a utilização de menor quantidade de solventes e consequentemente 

gerando menor produção de resíduos para descarte.  

Segundo SCIENTIFIC (2014), a seletividade de um método dever ser sempre 

maior que 1, já que quando o valor de α for igual a 1 significa que os picos coeluem 

(isto é, seus valores de tempo de retenção são os mesmos). O método 8 escolhido 

atende ao indicado pela literatura. Além disso, quanto maior for o valor de 

seletividade, mais distantes os picos se tornam um dos outros. 

 

 

5.5.2 Resolução do método desenvolvido 

 

 

 Na sequência, o método selecionado foi validado utilizando os parâmetros 

descritos em 4.11. A Tabela 22 traz os valores de resolução para o método 8, e a 

Figura 53 o cromatograma da mistura de padrões para esse método. 

 

Tabela 22 - Valores de resolução (Rs) para o método 8 

Método Sinal TR (min) α Rs 
 1 7,56 1,13 0,87 
 2 8,61 1,15 1,07 
 3 9,96 1,05 0,43 
 4 10,52 1,24 1,97 
 5 13,11 1,23 2,21 
8 6 16,21 1,06 0,72 
 7 17,23 1,13 1,77 
 8 19,57 1,10 1,55 
 9 21,56 1,09 1,43 
 10 23,51 1,02 0,35 
 11 24,07 - - 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 52 – Cromatograma da mistura de padrões 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 Por intermédio da Tabela 22 é possível perceber que os valores de resolução 

variaram de 0,35 a 2,21. Sabe-se que o parâmetro de resolução indica a qualidade 

da separação e larguras de base entre dois sinais consecutivos (PASCHOAL et al., 

2008; SNYNER; KIRKLAND; GLAJCH, 2012). Dois baixos valores para resolução 

foram calculados, o primeiro entre os picos 3 e 4 (Rs. 0,43) e o segundo entre os 

picos 10 e 11 (Rs. 0,35). Segundo CHRISTIAN; DASGUPTA; SCHUG (2014) um 

valor mínimo de 0,6 é necessário para discernir um vale entre dois picos, porém é 

visto na Figura 53, que esse discernimento é possível, nota-se também que a 

seletividade entre esses dois picos apresenta um valor significativo de 1,05. 

 A resolução entre os picos 1 e 2 e 6 e 7 está abaixo de 1, e acima de 0,6 

indicando uma boa separação entre o vale destes picos. Segundo CHRISTIAN; 

DASGUPTA; SCHUG (2014) valores próximos de 1 indicam apenas 2,3% de 

sobreposição entre dois picos, e além disso esse valor é dito como parâmetro 

mínimo para garantir uma boa quantificação. De um total de 10 resoluções, 7 

atendem esse parâmetro. Segundo os mesmos autores citados neste parágrafo um 

valor de resolução acima de 1,5 indica uma sobreposição de apenas 0,1% entre os 

picos, apontando uma excelente resolução. 
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5.5.3 Linearidade do método desenvolvido 

 

 

 Após o método ser definido, faz-se necessário identificar qual padrão químico 

é representado por cada sinal analítico. Utilizando o detector de arranjo de diodos do 

equipamento, foi possível determinar qual a absorbância onde ocorre o máximo de 

absorção para cada padrão utilizado. A Figura 23 e a Tabela 54 indicam as 

absorções características de cada padrão. O detector de arranjo de diodos foi 

ajustado na faixa de 260 a 370 nm. 

 

Figura 53 - Absorbância dos padrões utilizados na mistura de padrões 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Tabela 23 - Absorção da mistura de padrões 

Sinal Padrão Abs (nm) 
1 Ácido cafeico 323 
2 Mangiferina 256-317-366 
3 Ácido cumárico 309 
4 Ácido ferúlico 322 
5 Rutina 257-355 
6 Ácido trans cinâmico 276 
7 Quercetina 254-370 
8 Canferol 263-367 
9 Pinocembrina 289 
10 Crisina 267-313 
11 Galangina 264-311-361 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 Tendo-se o conhecimento de qual padrão é representado por cada sinal, 

curvas de calibração foram construídas com base em inúmeras injeções das 
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misturas de padrões e a equação de reta, coeficientes de determinação e correlação 

foram calculados (Tabela 24). 

 

Tabela 24 - R² e r² dos padrões 

Padrão Equação de reta Coeficiente de 
determinação (R²) 

Coeficiente de 
correlação (r²) 

Ácido cafeico y = 0,2955x - 0,1008 0,9895 0,9947 
Mangiferina y = 0,4030x - 0,1228 0,9878 0,9938 

Ácido cumárico y = 0,2780x - 0,1548 0,9879 0,9939 
Ácido ferúlico y = 0,2277x - 0,1089 0,9912 0,9955 

Rutina y = 0,3089x - 0,1313 0,9868 0,9933 
Ácido trans cinâmico y = 1,3844x - 0,9735 0,9935 0,9967 

Quercetina y = 0,5401x - 0,4032 0,9901 0,9950 
Canferol y = 0,5167x - 0,4285 0,9930 0,9964 

Pinocembrina y = 0,0873x - 0,1025 0,9906 0,9952 
Crisina y = 0,2431x - 0,0849 0,9911 0,9955 

Galangina y = 0,3458x - 0,8594 0,9860 0,9979 

Fonte: Dados da pesquisa. 

  

É possível concluir que todas as curvas de calibração apresentaram 

coeficientes de determinação muito próximos de 1, indicando uma mínima dispersão 

do conjunto de dados experimentais (RIBANI et al., 2004). Em outras palavras 

quanto mais próximo de 1 estiver o R², melhor será a relação entre a variável Y em 

termos da variável X. 

 O r² (coeficiente de correlação) mede o grau da correlação entre duas 

variáveis, quanto mais próximo a 1 este valor, maior a correlação perfeita positiva 

entre as duas variáveis. Verifica-se que todos os valores da tabela 36 apresentam 

valores superiores a r²: 0,9900 é possível afirmar através destes valores que o 

método cromatográfico desenvolvido atende as recomendações, já que o Instituto 

Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial (INMETRO, 2003) 

recomenda o valor do r2 acima de 0,90; e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA, 2003) propõe um valor igual a 0,99. 

 

 

5.5.4 LD e LQ do método desenvolvido 

 

 

 O limite de detecção (LD) e quantificação (LQ) são dois importantes 

parâmetros a serem investigados no processo de desenvolvimento de um método 
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analítico. Pois fornecem informações sobre qual a menor quantidade do analito que 

o equipamento consegue detectar, como também qual o valor mínimo quantificável 

respectivamente, com base nas curvas de calibração desenvolvidas (Tabela 25). 

 

Tabela 25 - LD e LQ dos padrões 

Padrão LD (µg mL
-1

) LQ (µg mL
-1

) 
Ácido cafeico 0,2765 0,9216 
Mangiferina 0,3292 1,0973 

Ácido cumárico 0,4365 1,4550 
Ácido ferúlico 0,3990 1,3300 

Rutina 0,2497 0,8324 
Ácido trans cinâmico 0,2970 0,9899 

Quercetina 0,3007 1,0025 
Canferol 0,2280 0,7599 

Pinocembrina 0,1776 0,5920 
Crisina 0,2318 0,7727 

Galangina 0,4661 1,5537 

Fonte: Dados da pesquisa. 

  

 É possível concluir que a Pinocembrina apresentou os menores valores de LD 

e LQ, 0,1776 e 0,5920 µg mL-1, respectivamente. Os maiores valores de LD e LQ 

encontrados foram para a Galangina, 0,4661 e 1,5537 µg mL-1 respectivamente. 

Este fato pode ser explicado pelo fato de a Galangina apresentar o menor valor para 

o R² (Tabela 24), pois os parâmetros de LD e LQ estão diretamente relacionados à 

aceitação da precisão e exatidão do método pré-determinados. 

 

 

5.5.5 Precisão do método desenvolvido 

 

 

 A precisão (interdias) do método foi medida através do coeficiente de variação 

(CV) descrita no item 4.11.3.. O menor valor encontrado foi para a Mangiferina com 

CV: 11,82%, já o maior valor foi para a Pinocembrina CV: 15,75%. Todos os valores 

estão de acordo com a literatura, segundo BRASIL (2011) cada concentração de 

analito possui uma faixa aceitável de CV, este autor indica para concentrações que 

variam entre1 mg/L a 100 mg/L coeficientes de variação aceitáveis são de  de 35 a 

20%  respectivamente. Segundo BRITO et al. (2003) e WOOD (1999), sugerem que 

para concentrações de analitos na faixa de mg/L um CV de até 16% é aceitável até 
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16%. RIBANI et al. (2004) indica que dependendo da complexidade dos analitos um 

CV de até 20% é aceitável. 

 

Tabela 26 - Coeficientes de variação dos padrões 

Padrão CV (%) 
Ácido cafeico 14,57 
Mangiferina 11,82 

Ácido cumárico 14,39 
Ácido ferúlico 12,27 

Rutina 12,63 
Ácido trans cinâmico 13,01 

Quercetina 12,98 
Canferol 12,44 

Pinocembrina 15,75 
Crisina 11,92 

Galangina 13,90 

Fonte: Dados da pesquisa. 
 

 

5.6 Identificação e quantificação de ácidos fenólicos e flavonoides nas 

amostras de própolis 

 

 

 Após o desenvolvimento do método cromatográfico as 33 amostras de 

própolis foram injetadas no cromatógrafo a líquido como descrito em 4.10. A 

identificação foi realizada com base no tempo de retenção e padrão de absorção de 

cada padrão analítico (Tabelas 22 e 23). A quantificação foi feita utilizando as curvas 

de calibração descritas na Tabela 24.  
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Tabela 27 - Quantificação dos padrões presentes nas 33 amostras de própolis 
 

 
 
 

Padrão Ácido cafeico Ácido cumárico Àcido ferúlico Rutina Ácido trans 
cinamico 

Canferol Pinocembrina Crisina Galangina 

Amostra          

1 – CLP  2,05 ± 0,33   0,48 ± 0,09   15,93 ± 3,56  
2 – CLP  14,25 ± 2,25 5,69 ± 1,21     88,33 ± 12,32 7,83 ± 0,92 
3 – CLP     n.q.  n.q. 1,43 ± 0,04  

4 – CLP  2,53 ± 0,04  0,06 ± 0,008 0,16 ± 0,007 1,61 ± 0,06 n.q. 11,04 ± 0,93  3,03 ± 0,08 
5 – CLP  0,50 ± 0,05 0,08 ± 0,006  n.q. 1,04 ± 0,04 n.q. 7,15 ± 0,10  
1 – CNS 1,86 ± 0,37 1,37 ± 0,23 1,15 ± 0,25   7,50 ± 0,34 80,88 ± 10,57 71,69 ± 7,98 45,49 ± 9,60 

2 – CNS  1,03 ± 0,17      5,33 ± 0,57 6,30 ± 0,18 
3 – CNS  n.q.   n.q.  2,06 ± 0,10 1,71 ± 0,07  
1 – PMP 0,93 ± 0,10  0,67 ± 0,02 2,27 ± 0,24    3,60 ± 0,52  

2 – PMP 2,72 ± 0,28 3,19 ± 0,55 0,40 ± 0,07  0,63 ± 0,13 2,40 ± 0,32  25,86 ± 0,13 3,26 ± 0,22 
1 – ARP 1,53 ± 0,04 4,24 ± 0,98 0,20 ± 0,02  0,86 ± 0,19   12,58 ± 1,81  
2 – ARP 0,31 ± 0,05 11,98 ± 2,02 30,89 ± 4,29      45,95 ± 1,24 

1 – GCP 1,65 ± 0,40 1,28 ± 0,15      2,32 ± 0,51  
2 – GCP  0,03 ± 0,004   0,04 ± 0,006  n.q. 1,90 ± 0,05 3,36 ± 0,05 
3 – GCP  0,52 ± 0,01  6,11 ± 0,60 0,76 ± 0,05 1,56 ± 0,34  2,02 ± 0,41  

4 - GCP     0,32 ± 0,05     
1 – PRP 1,58 ± 0,37 4,58 ± 1,03 0,35 ± 0,06     21,12 ± 2,57  3,50 ± 0,69 
2 – PRP 0,36 ± 0,07 3,50 ± 0,25 0,50 ± 0,13   2,27 ± 0,17 n.q. 32,53 ± 0,33 7,56 ± 0,11 

3 - PRP  n.q.   n.q.   3,44 ± 0,08  
1 - MRP  1,00 ± 0,13      14,92 ± 0,65 3,39 ± 0,17 
1 - COP  1,02 ± 0,07   0,13 ± 0,01   3,89 ± 0,74  

1 – PTP  2,37 ± 0,50   1,65 ± 0,33 1,82 ± 0,16  17,26 ± 2,20 3,59 ± 0,13 
2 - PTP  4,08 ± 0,05 3,47 ± 0,59  n.q. 2,12 ± 0,12 n.q. 21,22 ± 1,37 3,28 ± 0,19 
1 – PNP  1,88 ± 0,08     n.q. 14,27 ± 0,13  

2 – PNP 0,06 ± 0,008 0,34 ± 0,04 n.q.  n.q.  n.q. 1,33 ± 0,17 3,15 ± 0,08 
1 – UVP  1,51 ± 0,06 0,42 ± 0,04  0,60 ± 0,09 1,91 ± 0,35 11,79 ± 0,37 1,91 ± 0,35 5,48 ± 0,93 
2 - UVP  n.q. 0,08 ± 0,01  0,07 ± 0,01 1,15 ± 0,12 9,22 ± 1,82 11,64 ± 2,38 6,08 ± 0,79 

1 – TBS  n.q. 1,55 ± 0,30  3,31 ± 0,32  0,43 ± 0,03   
2 - TBS  n.q. n.q.    4,26 ± 0,07 3,50 ± 0,01 4,13 ± 0,01 
1 – CMP  5,29 ± 0,35 1,24 ± 0,23  1,27 ± 0,05 2,13 ± 0,09  29,31 ± 1,44 7,40 ± 0,64 

2 - CMP  7,66 ± 0,38 1,58 ± 0,29  3,54 ± 0,36 3,20 ± 0,13  49,06 ± 3,59 13,97 ± 1,64 
1 – STS   0,42 ± 0,06  1,90 ± 0,21     
2 - STS  n.q. 1,64 ± 0,01  4,58 ± 0,39  n.q. 2,66 ± 0,27  
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Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: Todos os valores estão expressos como média ± desvio padrão. 
A unidade de medida para a quantificação é mg g-1. 
n.q.: detectado mas não quantificado. 
n = 6. 
 

 As amostras de própolis apresentaram perfis químicos muito ricos, 9 dos 11 

padrões foram identificados e quantificados (Tabela 27). Algumas amostras de 

própolis se destacaram em relação às outras quando comparado o perfil 

cromatográfico, sendo os compostos fenólicos mais comumente identificados e 

quantificados o ácido cumárico, ácido ferúlico, ácido trans-cinâmico, crisina e 

galangina. A amostra 2 – CLP (Figura 55) apresentou o maiorres teores de ácido 

cumárico e crisina (14,25 e 88,33 mg g-1 respectivamente), a crisina é muito 

evidenciada no  cromatograma (Figura 55). 

 

Figura 54 - Perfil cromatográfico da amostra 2 - CLP 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: 3 = ácido cumárico; 4 = ácido ferúlico; 8 = canferol; 10 = crisina e 11 = 
galangina. 
 

A amostra 2 – PMP apresentou o maior teor de para ácido cafeico (2,72  mg 

g-1) e elevado teor de canferol (2,40  mg g-1). A amostra 2 – ARP (Figura 56) 

apresentou elevadas concetrações de ácido ferúlico e galangina (30,89 e 45,95 mg 

g-1 respectivamente).  
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Figura 55 - Perfil cromatográfico da amostra 2 - ARP 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: 1 = ácido cafeico; 3 = ácido cumárico; 4 = ácido ferúlico e 11 = galangina. 
 

 O flavonoide rutina foi o menos comumente encontrado nos extratos de 

própolis, sendo observado em 3 amostras coletadas em General Carneiro, Palmital e 

Campo Largo com teores de 6,11; 2,27 e 0,06 mg g-1 respectivamente. O ácido 

trans-cinâmico foi muito encontrado nas amostras de própolis com concentrações 

que variaram entre 0,07 e 4,58 mg g-1, sendo este último o mais teor, 

correspondente a amostra 2 – STS da cidade de Santa Terezinha – SC. 

A amostra 1 – CNS apresentou os maiores teores para o canferol e 

pinocembrina (7,50 e 80,88 mg g-1 respectivamente). Esta amostra também 

apresentou os  teores elevados de ácido cafeico, crisina e galangina (1,86; 71,69 e 

45,49 mg g-1) (Figura 57). Esses valores corroboram com os valores encontrados 

para as analises de bancada realizadas para esta amostras (Tabela 6), confirmando 

seu rico perfil em compostos fenólicos e flavonoides. 
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Figura 56 - Perfil cromatográfico da amostra 1 - CNS 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
Notas: 1 = ácido cafeico; 3 = ácido cumárico; 4 = ácido ferúlico; 8 = canferol; 9 = 
pinocembrina; 10 = crisina e 11 = galangina. 
 

No estudo de PARK; ALENCAR; AGUIAR (2002) com amostras de própolis 

do Brasil, os autores identificaram por CLAE o ácido ferúlico, ácido cumárico, 

canferol, pinocembrina, crisina, galangina, além de outros compostos não avaliados 

neste estudo. PARK et al. (2002), identificaram em amostras de própolis do Brasil, 

Argentina e Uruguai por CLAE alguns ácidos fenólicos e flavonoides, dentre eles o 

ácido cumárico, ácido ferúlico, canferol, pinocembrina e crisina, estes foram também 

identificados e quantificados no presente estudo.  

CALEGARI et al. (2017) identificaram em amostras de própolis da cidade de 

Dois Vizinhos – PR por CLAE-DAD o ácido cafeico na faixa de 117,7 a 150,8 µg g-1, 

o ácido cumárico na faixa de 29,21 a 617,7 µg g-1 e por fim o ácido ferúlico na faixa 

de concentração de 44,25 a 305,6 µg g-1. No estudo de OLDONI et al. (2015) foram 

identificados e quantificados o ácido cafeico (14,22 ± 0,53 mg 100 g-1), ácido 

cumárico (37,05 ± 1,90 mg 100 g-1) e ácido ferúlico (15,44 ± 0,35 mg 100 g-1) em 

amostras de própolis da cidade de Dois Vizinhos – PR. 

PETER et al. (2017), em seu estudo com própolis marrom do estado do Rio 

Grande do Sul identificaram e quantificaram alguns ácidos fenólicos e flavonoides 

nas amostras como o ácido cumárico, o teor encontrado para ácido cumárico foi de 

3,39 mg g-1, o ácido ferúlico apresentou teor  de 0,20 mg g-1, o flavonoide crisina foi 



98 
 

identificado porém não quantificado, o mesmo aconteceu com a galangina, 

pinocembrina e canferol.  

XAVIER et al. (2017) indentificaram ácido trans cinâmico em amostras de 

própolis da região semi-árida do nordeste do Brasil. CAO et al. (2017) verificaram o 

perfil químico de amostras de própolis oriundas da China, e identificaram os mesmos 

ácido fenólicos e flavonoides presentes da Tabela 27. CAO et al. (2017) 

quantificaram o ácido ferúlico e ácido cumárico (1,49 e 1,71  mg g-1),  valores muito 

próximos aos encontrados para as amostras deste estudo (tabela 39). ORUÇ et al. 

(2017), indentificou e quantificou ácido cumárico e ácido trans cinamico em amostras 

de própolis da Turquia, que variaram, para ácido cumárico, entre 1300 a 2065 µg g-1 

de extrato seco de própolis, e para ácido trans cinamico variaram entre 1835 a 2198 

µg g-1. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



99 
 

6 CONCLUSÃO 

 

 

Foi possível determinar teor de compostos fenólicos, flavonoides e atividade 

antioxidante das amostras de própolis por meio de análises espectrofotométricas e 

com isso verificar que amostras de própolis estudadas apresentaram um perfil 

químico diversificado, representado  pelos valores de ABTS, DPPH, TCFT, TFT e 

FRAP. A metodologia de CLAE-DAD foi desenvolvida com êxito, permitindo a 

identificação e quantificação dos principais ácidos fenólicos e flavonoides presentes 

em própolis, com destaque para o ácido ferúlico, ácido cumárico, ácido trans-

cinâmico, pinocembrina, crisina e galangina. 

 A partir das análises de referência foi possível gerar bons modelos de 

calibração com própolis bruta, macerada, EEP e EEPC. Contudo, os melhores 

modelos de FRAP, ABTS, TCFT, baseados nos parâmetros, R², RMSEC, RMSECV, 

RMSEP, RMSEE, RPD, RER e razão RMSEP/RMSECV, foram obtidos para a 

própolis macerada, já para o parâmetro DPPH o melhor modelo foi obtido para 

própolis bruta e para TFT para o EEP. Estes apresentaram valores de R² elevados, 

entre 0,80 e 0,96 indicando uma correlação positiva muito forte. Os valores de erros 

RMSEC, RMSECV, RMSEP, RMSEE, RPD e RER apresentaram-se baixos, 

indicando modelos com boa precisão. A razão RMSEP/RMSECV apresentou valores 

muito próximos de 1, indicando assim modelos muito robustos. Os pré-

processamentos mais utilizados na geração dos modelos foram SG, MSC e 2D. 

Deste modo, sugere-se que para a avaliação dos parâmetros FRAP, ABTS, 

TCFT a própolis empregada seja a macerada, para a avaliação de DPPH e TFT 

sugere-se que seja empregada à própolis bruta e EEP respectivamente.  

Por fim, pode-se concluir que a NIRS associada a quimiometria pode ser 

empregada na caracterização das amostras de própolis, e que os modelos de PLS 

construídos, a partir dos espectros de NIRS, quimiometria empregando pré-

processamentos, destacaram-se por apresentar robustez e alta capacidade de 

predição.  
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APENDICE 1 

 

 

Figura 57 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para FRAP de própolis bruta 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + COE (toda região); 2B: espectros com SG + COE (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 2D (toda região); 3B: espectros com SG + 2D (região selecionada) 
4A: espectros com SG + MSC (toda região); 4B: espectros com SG + MSC (região selecionada)  
5A: espectros com SG (toda região); 5B: espectros com SG (região selecionada) 
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Figura 58 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para FRAP de própolis macerada 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + COE (toda região); 2B: espectros com SG + COE (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 2D (toda região); 3B: espectros com SG + 2D (região selecionada) 
4A: espectros com SG + MSC (toda região); 4B: espectros com SG + MSC (região selecionada)  
5A: espectros com SG (toda região); 5B: espectros com SG (região selecionada) 
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Figura 59 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para FRAP de EEP 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com COE (toda região); 2B: espectros com COE (região selecionada) 
3A: espectros com 2D (toda região); 3B: espectros com 2D (região selecionada) 
4A: espectros com MSC (toda região); 4B: espectros com MSC (região selecionada)  
5A: espectros com SG (toda região); 5B: espectros com SG (região selecionada) 
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Figura 60 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para FRAP de EEPC 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com COE (toda região); 2B: espectros com COE (região selecionada) 
3A: espectros com 2D (toda região); 3B: espectros com 2D (região selecionada) 
4A: espectros com MSC (toda região); 4B: espectros com MSC (região selecionada)  
5A: espectros com SG (toda região); 5B: espectros com SG (região selecionada) 
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Figura 61 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para ABTS de própolis bruta 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D + MSC (toda região); 3B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 62 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para ABTS de própolis macerada 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com SG + Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D + MSC (toda região); 3B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
4A: espectros com SG + 2D (toda região); 4B: espectros com SG + 2D (região selecionada)  
5A: espectros com SG + MSC (toda região); 5B: espectros com SG + MSC (região selecionada) 
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Figura 63 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para ABTS de EEP 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D + MSC (toda região); 3B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 64 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para ABTS de EEPC 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D + MSC (toda região); 3B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 65 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para fenólicos de própolis bruta 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D (toda região); 3B: espectros com SG + 1D (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 66 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para fenólicos de própolis macerada 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com SG + Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D (toda região); 3B: espectros com SG + 1D (região selecionada) 
4A: espectros com SG + 2D (toda região); 4B: espectros com SG + 2D (região selecionada)  
5A: espectros com SG + 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 67 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para fenólicos de EEP 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com SG + Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D (toda região); 3B: espectros com SG + 1D (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 68 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para fenólicos de EEPC 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com Min-Max normalization (toda região); 2B: espectros com Min-Max normalization (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D (toda região); 3B: espectros com SG + 1D (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 69 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para DPPH de própolis bruta 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + COE normalization (toda região); 2B: espectros com SG + COE (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 1D + SNV (toda região); 3B: espectros com SG + 1D + SNV (região selecionada) 
4A: espectros com SG + 2D (toda região); 4B: espectros com SG + 2D (região selecionada)  
5A: espectros com SG + 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
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Figura 70 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para DPPH de própolis macerada 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + COE normalization (toda região); 2B: espectros com SG + COE (região selecionada) 
3A: espectros com 1D + SNV (toda região); 3B: espectros com 1D + SNV (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada 
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Figura 71 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para DPPH de EEP 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + COE normalization (toda região); 2B: espectros com SG + COE (região selecionada) 
3A: espectros com 1D + SNV (toda região); 3B: espectros com 1D + SNV (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada 
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Figura 72 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para DPPH de EEPC 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + COE normalization (toda região); 2B: espectros com SG + COE (região selecionada) 
3A: espectros com 1D + SNV (toda região); 3B: espectros com 1D + SNV (região selecionada) 
4A: espectros com 2D (toda região); 4B: espectros com 2D (região selecionada)  
5A: espectros com 1D + MSC (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada 
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Figura 73 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para flavonoides de própolis bruta 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + 1D + MSC normalization (toda região); 2B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 2D (toda região); 3B: espectros com SG + 2D (região selecionada) 
4A: espectros com SG + COE (toda região); 4B: espectros com SG + COE (região selecionada)  
5A: espectros com SG + SNV (toda região); 5B: espectros com 1D + MSC (região selecionada 
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Figura 74 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para flavonoides de própolis macerada 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com SG + 1D + MSC normalization (toda região); 2B: espectros com SG + 1D + MSC (região selecionada) 
3A: espectros com SG + 2D (toda região); 3B: espectros com SG + 2D (região selecionada) 
4A: espectros com SG + COE (toda região); 4B: espectros com SG + COE (região selecionada)  
5A: espectros com SG + SNV (toda região); 5B: espectros com SG + SNV (região selecionada 
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Figura 75 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para flavonoides de EEP 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com 1D + MSC normalization (toda região); 2B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
3A: espectros com 2D (toda região); 3B: espectros com 2D (região selecionada) 
4A: espectros com COE (toda região); 4B: espectros com COE (região selecionada)  
5A: espectros com SNV (toda região); 5B: espectros com SNV (região selecionada 
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Figura 76 - Comparação dos pré-processamentos aplicados aos espectros para flavonoides de EEPC 

 
Fonte: Do software Opus 7.2 quant 2. 
1A: espectros sem pré-processamento (toda região); 1B: espectros sem pré-processamento (região selecionada) 
2A: espectros com 1D + MSC normalization (toda região); 2B: espectros com 1D + MSC (região selecionada) 
3A: espectros com 2D (toda região); 3B: espectros com 2D (região selecionada) 
4A: espectros com COE (toda região); 4B: espectros com COE (região selecionada)  
5A: espectros com SNV (toda região); 5B: espectros com SNV (região selecionada 
 


